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RESUMO

BEZERRA JUNIOR, N. S. Sintese e avalia¢o da atividade citotoxica de novos derivados
tiossemicarbazonicos isoxazolinicos aza-biciclicos. 2016. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, 2016.

As neoplasias malignas (canceres), caracterizadas prioritariamente por anormalidade na taxa de
crescimento celular sdo responsaveis por elevada morbidade e destacada mortalidade em varias
partes do Globo. O desenvolvimento de resisténcia as drogas atualmente disponiveis, além do
perfil da grande toxicidade por parte desses agentes quimioterapicos, fazem com que as
pesquisas por novos farmacos que possuam maior seguranca e efetividade terapéuticas sejam
imprescindiveis. Com base na literatura, diversos compostos contendo em sua estrutura as
classes organicas 2-isoxazolina ou tiossemicarbazona demonstraram possuir diversas
propriedades: antiviral, antibacteriana, antinociceptiva, antitumoral, antichagasica, entre outras.
Isso posto, o presente trabalho teve por finalidade, a partir da estratégia de hibridacéo
molecular, realizar a sintese de novos hibridos tiossemicarbazdnicos isoxazolinicos aza-
biciclicos, avaliando sua potencial acdo citotoxica, em continuidade com estudos prévios do
grupo de pesquisa. Os aldeidos contendo o nucleo 2-isoxazolina, obtido a partir da reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar entre enamidas/enecarbamatos endociclicos e Oxido de nitrila
(CEFNO), foram condensados com tiossemicarbazidas substituidas em N-4 para gerar sete
inéditas tiossemicarbazonas isoxazolinicas, em bons rendimentos (52,53 a 84,08%). Auxiliados
pelas analises de infravermelho e espectrometria de massas, sinais diagnosticos nos espectros
de RMN 1H e 3C possibilitaram a elucidagdo estrutural das moléculas finais. A avaliagdo in
vitro de citotoxicidade, executada contra as linhagens de células tumorais NCI1-H292, HT-29,
HEp-2, MCF-7, HL-60, por ensaio de MTT, demonstrou a incapacidade das moléculas testadas
em inibir o crescimento celular neoplasico (0,0 a 53% de inibicdo do crescimento).
Adicionalmente, a fim de verificar a potencial atividade antichagésica dos novos compostos
sintetizados, estudos complementares de toxicidade sobre as formas evolutivas de T. cruzi estdo
atualmente em curso.

Palavras-chave: Céancer. Quimica Medicinal. Reacdo de Cicloadi¢do. 2-Isoxazolina.
Tiossemicarbazona.



ABSTRACT

The malignant tumors, primarily characterized by abnormal growth of cells, are responsible for
high morbidity and highlighted mortality rates in several regions of the globe. The development
of resistance to the drugs currently available, beyond the important toxicity profile presented
by these chemoterapeutic agents, are reasons why new researches for safer drugs and with
higher therapeutic effectiveness are primordials. Based on literature, several chemical
compounds containing 2-isoxazoline or thiosemicarbazone in their structures have shown
antiviral, antibacterial, antinociceptive, anticancer, anti-Chagas disease, among other
properties. The aim of this work was realize the synthesis of new hybrids aza-bicyclic
isoxazolines thiosemicarbazones using molecular hybridization approach, analyzing their
cytotoxic potential. The 2-isoxazoline aldehydes obtained from the reaction of 1,3-dipolar
cycleaddition among enamide/enecarbamate endocyclic and nitrile oxide (CEFNO), were
condensed with N-4 substituted thiosemicarbazide to generate seven new isoxazolinic
thiosemicarbazone in good vyields (52,53 to 84,08%). With infrared and mass spectrometry
analyzis, diagnostic signs on H and *C NMR spectra allowed the elucidation of the final
molecules structure. In vitro evaluation of cytotoxicity executed against tumor cell lines NCI-
H292, HT-29, HEp-2, MCF-7, HL-60 by MTT assay, showed the molecules incapacity in
inhibiting neoplastic cells growth (0.0 to 53% of growth control). Additionally, in order to
verify the possible anti-Chagas disease activity from the new synthesized compounds, some
complementary toxicity studies about forms in differentiation of T. cruzi have being performed.

Keywords: Cancer. Medicinal Chemistry. Cycloaddition Reaction. 2-lsoxazoline.
Thiosemicarbazone.
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1. INTRODUCAO

As neoplasias malignas, mais comumente denominadas por canceres, constituem um
importante grupo de patologias responsavel pela geracdo de significativas morbidade e
mortalidade em todo o mundo. Tal grupo de doencas é caracterizado por elevada taxa de
proliferacdo celular, gracas a modificacdes sofridas no material genético (DNA) de uma ou
mais células, apresentando autonomia no crescimento, atenuado grau de diferenciacdo,
capacidade de infiltracdo dos tecidos adjacentes e, uma vez ocorrida a disseminagdo por vasos
sanguineos e/ou linfaticos, o desenvolvimento de focos neoplésicos distantes do local de
origem, as metastases.

Sua etiologia esta atrelada ao desequilibrio dos mecanismos reguladores de divisdo
celular, que podem envolver a ativacdo acentuada de genes estimuladores do crescimento
(oncogenes), a reducdo na expressao de genes supressores de tumor e escape das vias normais
de apoptose (morte celular). Varios dos agentes iniciadores e promotores das neoplasias
malignas estdo ordinariamente presentes na vida da sociedade contemporanea, tais como as
radiacdes, certos solventes organicos (benzeno), anticoncepcionais, bebidas alcéolicas e tabaco.

Varias sdo as frentes de combate ao cancer: intervencdo cirdrgica, radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia etc. Nesse contexto, a utilizacdo de farmacos
antineoplasicos pode ser necessaria nos casos em que seja preciso complemento a extirpacdo
do tumor por cirurgia, tratamento inicial de leucemia, método paliativo para alivio de sintomas
etc. Entretanto, devido a notavel toxicidade desses agentes e ao desenvolvimento de resisténcia
tumoral a sua acdo, torna-se premente a intensificacdo de pesquisas que visem prover novos
candidatos a farmacos com um perfil terapéutico mais aceitavel.

No afé de suprir a caréncia ainda existente na terapia de doengas como o cancer, diversos
grupos de pesquisa ndo poupam esforcos a fim de encontrar saidas para esses empecilhos.
Dentre as ferramentas utilizadas na tentativa de desenvolver/otimizar um protétipo para
obtencdo de um composto mais promissor destacam-se estratégias inerentes a quimica
medicinal, a saber: bioisosterismo, latenciacéo, hibridacao e simplificagdo molecular.

Nesse ambito, devido aos reconhecidos efeitos exercidos sobre sistemas bioldgicos, 0s
compostos heterociclicos constituem uma rica fonte de possibilidades de trabalho para os
quimicos medicinais. O leque terapéutico hodierno atesta facilmente a vasta presenca desse

grupo como parte integrante nas estruturas moleculares de diversos principios ativos
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comercializados: omeprazol, cimetidina, anlodipino, celecoxibe, metotrexato, antibidticos
betalactamicos etc.

Utilizando-se da técnica de hibridacdo molecular entre duas classes organicas
extensamente descritas na literatura quanto aos seus efeitos bioldgicos, as 2-isoxazolinas e
tiossemicarbazonas, o presente trabalho buscou realizar a sintese, caracterizacdo estrutural e
avaliacdo da atividade citotdxica (sobre linhagens de células tumorais), in vitro, de novos

derivados tiossemicarbazénicos aza-biciclicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 2-ISOXAZOLINAS

As isoxazolinas fazem parte de um grupo de compostos heterocicliclos de cinco
membros, constituidos por heteroatomos de oxigénio e nitrogénio ligados entre si e por uma
instauracdo ao longo do anel. Diferem de outras classes analogas, como isoxazolidinas e
isoxazois, devido ao padrdo de instauragdo envolvido: quando o anel for totalmente saturado
ou aromatico, respectivamente. Por sua vez, a posicdo em que se encontra a insaturacao
determina o tipo de isoxazolina em questdo: 2- ou 3- ou 4-isoxazolina (figura 01) (DE
ALMEIDA, 2008).

isoxazolinas
H H H ) )
N 2 N 2 N 2 N 1 N
1 1 1 1 /
O\/Js O\/js O\/J3 O\/J—s O\J —\3
5 4 5 4 5 4 5 4 5 4

isoxazolidina 2-isoxazolina  3-isoxazolina 4-isoxazolina isoxazol

Figura 01

Originalmente, essa classe de moléculas organicas era sinteticamente obtida quer por
meio da reagéo entre cetonas f-halogenadas e hidroxilamina, como constante do trabalho de
Rupe e Schneider® (1895 apud PEROLD; STEYN; REICHE, 1957, p. 462), quer pelo emprego
de cetonas o,B-insaturadas em meio alcalino (BLATT; STONE JR, 1931). Todavia,
particularmente a partir da década de 1950, Perold, Steyn e Reiche (1957) ressaltaram o
surgimento de pesquisas recentes que utilizavam a cicloadicdo 1,3-dipolar entre 6xidos de
benzonitrila e olefinas para obter o nlcleo 2-isoxazolina, que, com 0 passar dos anos,
consolidou-se como a principal via de obtencdo desta estrutura molecular.

Por seu turno, tem sido apresentados na literatura diversos efeitos bioldgicos atrelados

aos compostos organicos contendo a classe 2-isoxazolina, dentre tais registros: atividades

1 RUPE, H.; SCHNEIDER, F. Zur Kenntniss der B-Halogenketone. Berichte der deutschen chemischen
Gesellschaft, Berlin, v. 28, p. 957-966, 1895.
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antitrombética (PRUITTI et al, 2000), anti-inflamatéria (BASAPPA et al, 2004; GUIDINI et
al, 2015), antinociceptiva (Reis et al, 2011), antimicrobiana (AGGARWAL; BANSAL,;
MITTAL, 2013; MANDAWAD et al, 2014; BANO et al, 2015), antiviral (QUADRELLI et al,
2013), antimalarica (BRUNO, 2014 et al), antitripanossémica (ETTARI et al, 2015) e
anticancer (PRAJAPTI et al, 2015; FRANK et al, 2014; ABOLHASANI et al, 2014),

evidenciando a relevancia de sua participacdo na descoberta de novos compostos bioativos.

2.1.1 Sintese

Conforme a IUPAC (1997), as reacdes de cicloadic¢do sdo aquelas em que duas ou mais
moléculas insaturadas (ou parte de uma mesma molécula) interagem para formar um cicloaduto.
Para caracterizagdo do tipo de cicloadi¢cdo em estudo, a notificagdo mais recente designa o
sistema entre colchetes [i +j + ...], onde a sentenca expressa 0 numero de elétrons r diretamente
envolvidos no desenrolar da reacdo (anteriormente a expressao constava entre parénteses e
representava o nimero dos &tomos, ndo a quantidade de elétrons =, envolvidos). De acordo com
essa definicdo, a cléssica reagdo de Diels-Alder (esquema 01), que ocorre entre um dieno

conjugado e um alqueno, é uma cicloadicao do tipo [4+2]:

e

Esquema 01

A fim de compreender de modo mais fidedigno o modo pelo qual se processam as
reacOes de cicloadicdo, € necessario recorrer a abordagem dos orbitais moleculares de fronteira
(FMO). Nesse contexto, segundo Woodward e Hoffman (1965), reafirmado por McMurry
(2012), considera-se que os elétrons w presentes no orbital molecular ligante de mais alta
energia (HOMO) de um reagente interagem com o orbital molecular anti-ligante de menor
energia (LUMO) do outro reagente, estabelecendo a formacao de uma ligacéo o resultante. A
simetria correta dos l6bulos destes orbitais, no entanto, é imprescindivel para viabilizar a
reacdo. Dessa forma, para a referida reacdo de Diels-Alder, um adequado mecanismo de reacao

seria aquele apresentado no esquema 02.
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Diferentemente da reacgdo anterior, que ocorre com geometria suprafacial em controle
térmico, a cicloadicdo entre dois alquenos nao acontece nas mesmas condi¢des. Esse empecilho
é resolvido mediante a acéo de radiacdo ultravioleta no sistema reacional (reacéo fotoquimica),
que promove (excita) um elétron do orbital molecular HOMO, propiciando uma correta simetria

dos orbitais terminais (esquema 03).

f 99 oo uv

NAO OCORRE

e

I~

Esquema 03

As cicloadi¢cbes 1,3-dipolares, principal via para obtencdo de 2-isoxazolinas
(KANEMASA; NISHIUCHI; WADA, 1992), sdo reacdes onde estruturas ziwiterionicas (1,3-
dipolos) adicionam-se a moléculas insaturadas (dipolaréfilos), levando a producdo de um

cicloaduto de 5 membros (HUISGEN, 1963). Ha duas categorias de 1,3-dipolos, conforme

2 A esquerda, orbitais moleculares do dieno 1 e do alqueno 2 em ordem crescente de energia (y1 a y4* e yla
y2*, respectivamente). Os orbitais ligantes, nos quais os elétrons encontram-se no estado fundamental, estéo
com asterisco (*) ausente. A direita, interacio dos elétrons do orbital HOMO do dieno com o orbital LUMO do
alqueno, formando o cicloexeno 3. Uma vez que os l6bulos dos orbitais terminais possuem simetria adequada a
interacdo, a geometria da cicloadigdo é dita suprafacial.
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Huisgen (1976): aqueles com atomo central hibridizado sp?, de geometria angular (tipo alilico);
e 0 grupo onde o atomo medial possui hibridizacdo sp, apresentando forma linear (tipo

alenilico) (esquema 04).

Tipo Alilico Tipo Alenilico
N/ / /
c=N" - c—nN" e -/ L
/ TN / \\ iletos de azometina —C=N—C -=—>» —C=N iletos de nitrila
/S ya
N N . VIS
CIN\ - C—N\\ nitronas HC=N—0O -==—> —C=N=O ¢6xidos de nitrila
/ o / o]
\ +/ +/ — ot - —\i= .
N:N\ - NH'N\\ compostos azoxi N=N—C <—> N=N diazoalcanos
e} o
\c:o+ - > c—ao . _ e . _
\ / \ iletos de carbonila N=N—N <«—>» N=N=N azidas
c— /C— \
O_OJr O_—O+ .- 4 ) )
\o_ - \\O ozénio N=N—O <« N=N=O oxido nitroso

Esquema 04

O mecanismo da cicloadicdo 1,3-dipolar, na maioria dos casos, ocorre de modo
concertado, isto é, algumas ligacdes sdo desfeitas e outras estabelecidas em uma unica etapa,
sem formacao de intermediarios (reacOes periciclicas). Todavia, expondo formas peculiares
desse tipo de reacdo, Huisgen, Mloston e Langhals (1986) relataram pela primeira vez uma
cicloadicdo do tipo (3+2), onde duas etapas estavam envolvidas na producdo do aduto. O
primeiro passo correspondia ao estabelecimento de uma ligacdo o C-C entre o 1,3-dipolo
(2,2,4,4-tetrametilciclobutan-1-ona-3-tiona S-metilidio), gerado in situ a partir de seu precursor
(espiro-1,3,4-tiadiazolina), e o dipolardfilo (dimetil-2,3-dicianofumarato), em THF. A estrutura
ziwiteridnica resultante, devido a possibilidade de rotacdo da antiga ligacdo dupla do
dipolarofilo, possibilitou que a adicdo seguinte pudesse levar a geracdo de um par de isdmeros
cis-trans, na proporcdo de 48:52, sendo o rendimento de 94% (esquema 05). A falta de

estereoespecificidade foi prova de que a reacdo se processou de modo ndo-concertado.
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Esquema 05

Recentemente, Siadati (2015), a partir de métodos computacionais para o calculo das
energias livres de Gibbs envolvidas na geracdo dos estados de transicdo da reacdo entre um
Oxido de nitrila (metil 6xido de nitrila) e dois dipolardfilos (etileno, ndo substituido, e
tetraaminoetileno), verificou que a utilizacdo de um alqueno rico em elétrons como dipolaréfilo
e de solventes de crescente polaridade tendem a favorecer a ocorréncia de um mecanismo em
etapas, em detrimento de um concertado.

Partindo desse principio, um mecanismo provavel para a cicloadicdo entre 6xidos de
nitrila e enamidas/enecarbamatos, utilizados no presente trabalho, poderia ser descrito da

seguinte forma:

P

Esquema 06°

% 0 esquema foi elaborado a partir dos dados de De Almeida (2008)
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A interagdo inicial ocorre entre o orbital HOMO da enamida/enecarbamato
(dipolardfilo) e o orbital LUMO do éxido de nitrila (CEFNO) gerado in situ a partir de seu
precursor clorooximinoacetato de etila. O estado de transicdo leva ao estabelecimento de uma
ligacdo o C-C (carbono B do dipolardfilo e carbono central do 1,3-dipolo), sendo o carbocétion
resultante da adicdo estabilizado pelo par de elétrons livres presente no nitrogénio do
enecarbamato/enamida, constituindo uma espécie ziwiteriénica. Sequencialmente, o orbital
preenchido do oxigénio sobrepde o orbital LUMO do carbono a do dipolardfilo, estabelecendo
um estado de transi¢do que, pela formacao de uma ligacdo o C-O, produzira o cicloaduto 2-
isoxazolinico.

Um dos trabalhos pioneiros envolvendo a cicloadicdo 1,3-dipolar de éxido de
benzonitrila a compostos etilénicos, portanto possuidores de ligacdo dupla, foi executado por
Quilico, D’ Alcontres ¢ Griinanger (1950). A reacdo que levou a produgado das 2-isoxazolinas
se processou em solvente etéreo e a temperatura ambiente (ou levemente aumentada). Nessa
linha, Perold, Steyn e Reiche (1957) realizaram a sintese de uma série de 2-isoxazolinas (5, 6,
7,8¢e9) apartir de reacGes entre 0 mesmo 1,3-dipolo (6xido de benzonitrila) e varias moléculas
insaturadas, dentre as quais: p-metilestireno, o.-metilestireno, indeno e diclopentadieno (figura
02).

Ph Ph
74
AN N N
(e} \ \
e} 8 (@] 9

H,C
Figura 02

A partir dos achados publicados por pesquisadores a época, Vaughan e Spencer (1960)
decidiram empregar o uso do 1,3-dipolo alenilico ndo-aromatico CEFNO 11, gerado in situ a
partir de seu precursor (cloroximinoacetato de etila 10), ao estireno 12 a fim de obter o acido
5-fenil-2-isoxazolina-3-carboxilico 13. Seu interesse era de que, ao obter um derivado 2-
isoxazolinico substituido na posicdo 3, reacBes sequenciais, como a producdo de hidrazida,
pudessem abrir possibilidade para uma ampla gama de funcionalizagdes. O procedimento de
entdo envolveu a agitacdo vigorosa de uma solucdo etérea contendo o estireno e o
cloroximinoacetato de etila, a qual foi introduzida, lentamente, solucdo aquosa alcalina de

carbonato de sédio (para geragdo do CEFNO a partir de sua molécula precursora), a temperatura
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ambiente, levando a formacdo do éster do aduto ciclico 2-isoxazolinico em um rendimento de
50 % (esquema 07).

CHj O
O—/ O\\ /N\ /
(@ base H.C —N+_O> + HZC:\ - 0 (o)
_ 3 / e
_N\ \_O 11 12 Ph k
Ph CH,

Cl OH 10 gerado in situ 13
Esquema 07

Em continuidade com essa abordagem, Moersch, Wittle e Neuklis (1965) descreveram
a sintese de um novo derivado 2-isoxazolinico do colesterol a partir da reacdo entre acetato de
pregna-5,16-dien-33-0l-20-ona 14 e cloroximinoacetato de etila 10, para produzir o éster 15
correspondente. O procedimento deu-se sob agitacdo, a temperatura de 25°C, em éter seco,
sendo utilizada solucéo etérea de TEA anidra (adicionada lentamente) como uma base, durante
seis horas sob agitacdo e ao longo da noite (em repouso). O rendimento foi de 80 % do éster
160,17 a[3-carboxi-3,1-(2-isoxazolino)]-pregn-5-em-3p3-0l-20-ona 3p-acetato 13 (esquema
08).

N—OH  er, TEA

+ EtOOC4</ >
25°C
10 Cl

AcO 14 AcO
Esquema 08

Ordinariamente, os éxidos de nitrila alifaticos devem ser gerados gradativamente no
meio reacional (in situ), a partir de seus precursores sob a acdo de bases como aminas terciarias
(ex. TEA). Ainstabilidade quimica, caracteristica marcante destas estruturas altamente reativas,
é mensurada pela capacidade que apresentam em formar dimeros (6xidos de dialquilfurazana
16), subprodutos provenientes da interagdo de dois 1,3-dipolos entre si (GRUDMANN?, 1966
apud GRUDMANN; DATTA, 1969) (esquema 09). No entanto, como apontou o estudo de

Grundmann e Datta (1969), vale salientar que a presenca de grupos volumosos presentes na

* GRUDMANN, C. The chemistry of nitrile oxides. Fortschritte der Chemischen Forschung, Berlin, v. 7, p.
62, 1966.
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estrutura de tais 1,3-dipolos faz com que o impedimento estérico gerado seja capaz de conferir-

Ihes estranha estabilidade, inclusive em temperatura equivalente a 25°C.

(0]

Cl 10 11 7 COOEt
| base = . N\ /
2 EtOOC—C=N—OH e 2 EtOOC—C=N—0O —> N+
temperatura ambiente \
EtOOC O 16

Esquema 09°

Por outro lado, o0 aquecimento do meio reacional propicia o rearranjo dos dipolos recém-
formados para gerar isocianatos 17 (esquema 10) (FRANK et al, 2014). Isso posto, tanto em
um como no outro caso (adi¢do rapida do precursor do 1,3-dipolo ou elevacdo da temperatura
do meio reacional), o rendimento da reacdo sera negativamente afetado, uma vez que havera

menor extensdo de 0xido de nitrila para interagir com o dipolarofilo.

Cl 7
| base i ) =
R—C=N—OH —> R—C=N—0 —> R—N=C=0
A

Esquema 10

Kanemasa, Nishiuchi e Wada (1992) relataram a producéo altamente regiosseletiva de
derivados 2-isoxazolinas-5-metanol a partir da reacdo entre alcoois alilicos substituidos 18 e
Oxido de benzonitrila 20 (oriundo de seu precursor cloreto de hidroximinoila 19) (esquema 11).
Os rendimentos mais elevados (47-100%) e as melhores proporcdes de regiosseletividade foram
atingidos quando TEA foi empregada juntamente com mais de uma quantidade equimolar de
alcéxido de magnésio, em CH2Cl, por solvente. Tal regiosseletividade fundamenta-se na
formacdo de um complexo 6xido de benzonitrila-MgBrCI 21, menos reativo que a espécie 1,3-

dipolo livre, interagindo com o dipolarofilo, portanto, de modo mais especifico.

> Dimerizacdo de CEFNO a partir de seu precursor cloroximinoacetato de etila. Esquema adaptado a partir do
artigo de Mattos e Kover (1994).



25

R, majoritario
RZ_\\OH + Ph—C=N—OwMgBICI —»>
18 2a B HO
T elou 22a/23a; R,= Me; R,= H;
N 22b/23b: R,;=n-Pr; R=H
Ph ~ ££0/£9D- e
(l:l - o 22¢/23c: R;= H; R,= n-Pr
Ph—C=N—OH ——> Ph—C=N=—0 3 Ry 22d/23d: R,= Ph; R,= H
19 20 HO R, 22e/23e: R,;= Me; R,= Me

Esquema 118

Em um dos trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa, De Almeida et al
(2009) destacaram a sintese inédita, tanto racémica quanto diastereoisomérica, de 2-
isoxazolinas aza-biciclicas a partir de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar entre éxidos de nitrila (tanto
CEFNO quanto aromaéticos) e diversos enamidas/enecarbamatos endociclicos de seis e cinco
membros (esquema 12). Os melhores resultados foram alcan¢ados quando clorooximinoacetato
de etila (em solucdo, sendo gotejada lentamente), dipolarofilos de cinco membros, TEA seca
(base) em CHCIs ou THF secos (solventes), a temperatura ambiente, foram utilizados. Nessas

condigdes, 0s rendimentos variaram de 65% a 80%.

R
o pon (s
N + Eooc—( TEA, THF N N oo 4-BUCH,, 4-CICH,
O:< Cl temperatura ambiente O0=— 0 R,: COOEt
R R,
Esquema 12

Karthikeyan et al (2009), a partir da reacdo entre 0xidos de nitrila pirazolicos 24 e trés
diferentes compostos insaturados 25 (maleimida N-substituida, fenilacetileno ou dicarboxilato
de dietilacetileno), obtiveram novas isoxazolinas pirazolinicas 26. A rea¢do que transcorreu no
periodo de 30 minutos, a temperatura ambiente, tendo CH2Cl> como solvente e TEA por base

organica, levou a rendimentos de 77-85% (esquema 13).

® Os rendimentos e a razéo dos produtos majoritario/minoritario foram os seguintes: 22a — 90% (um Gnico
produto); 22b — 90% (um Unico produto); 22¢ — 100% (98:2); 22d — 92% (um Unico produto); 22e — 47% (99:1).
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T
N
N N—OH 26a:R'=H|R*=Ph
26b: R* = H |R2= Me
N/ b
J TEA CHal 26c: R' = Br|R?=Ph
N= cl e :R'=Br|R?=
+ | Nl —MmM 26d: R* = Br|R? = Me
R temperatura ambiente, 30 min 26e: R! = OEt | R2=Ph
\ 26f: R = OEt|R? = Me

260: R' = CI|R? = PH
26h: R'=CI|R*=Me
26i: R*=CI|R?=p-Me-Ph

Esquema 137

Trogu et al (2012) destacaram a sintese de 2-isoxalinas 28 a partir da reacdo de
condensacao entre ésteres nitroacéticos 27 a varios dipolaréfilos (alquenos). A utilizagdo de
bases orgéanicas (como TEA ou DABCO), a temperatura de 60°C, em fase aquosa e agitacao do
meio reacional, proporcionou os melhores rendimentos observados (52-83%), mesmo quando

CHCI; foi empregado como solvente, em um periodo transcorrido de 18 horas (esquema 14).

N

EtOOC 0 basco  EIOOC~_ 2N
NT + dipolarofilo ——
N H,0, 60 °C
28
© R
Esquema 14

Gaamoussi et al (2013) narraram a producao regiosseletiva de glicosil-1,2-isoxazolinas
31 por meio de cicloadicdo 1,3-dipolar entre aril 6xidos de nitrila, gerados in situ a partir da
reacdo de NaOCIl com as respectivas oximas 30, e glicosideos alilicos 29 previamente
preparados. As condigdes reacionais envolveram ainda a utilizagdo de CCls (solvente), a

temperatura ambiente (esquema 15). Os rendimentos variaram de 86 a 91%.

R1~Q HO_N\ NaOCl, CCl, o/N\
\ + Rz —> Ry
\ temperatura ambiente O
CH, 2

29 7 3l
R1

3la: R, = D-glicose R, =Cl |31b: R, = D-glicose R, =NO, |31c: R, = D-galactose R, =Cl

31d: R, = D-galactose R, =NO, |3le: R, = D-frutose R, = Cl |31f: R, = D-frutose R, = NO,

(o8

Esquema 158

7 A seguir sdo dados os rendimentos dos compostos: 26a = 85%, 26b = 82%, 26¢ = 78%, 26d = 79%, 26e =
82%, 26f = 81%, 269 = 76%, 26h = 80%, 26i = 77%.
8 Os rendimentos obtidos foram os seguintes: 31a: 88%, 31b: 87%, 31c: 91%, 31d: 89%, 31d: 87%, 31e: 86%.
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2.1.2 Atividades Bioldgicas

Em um estudo realizado por Pruitt et al (2000), para avaliar a atividade antitrombotica
por parte de alguns heterociclos, constatou que 2-isoxazolinas 3,4,5-substituidas 32
apresentaram significativa inibicdo do fator Xa da cascata de coagulacdo, com concentracfes

inibitoérias variando de 0,55 a 2,3 nM (figura 03).

R
O—_"
N/
N\ NH
SO,NH,
32a: R=Me
o 32b: R = CH,0Me
32c: R = CH,-tetrazol
NH,
/ 32

Figura 03°

Basappa e colaboradores (2004) avaliaram a atividade de novos derivados de 2-
isoxazolinas frente & enzima PLA> (PLA2, proveniente da espécie ofidica Vipera russelli
russelli), diretamente relacionada a via do acido ariquidbnico e, consequentemente,
constituindo etapa fundamental na sintese de mediadores pré-inflamatorios. Nesse aspecto, 0s
autores destacaram os resultados obtidos por dois dos compostos pré-sintetizados, dos quais 0

mais ativo 33 apresentou I1Cso a PLA, de 86,2 uM, in vitro (figura 04).

H;C
N Cl
g
N
2 H N| COOEt
(o)
Figura 041

9 As concentragdes de inibicdo do fator Xa com relagdo aos compostos sdo: 32a = 1,8 nM; 32b = 0,55 nM; 32¢
=2,3nM.
10 O padréo positivo utilizado no experimento foi o acido ursélico, que apresentou ICsp de 2,5 nM.
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Também movidos pela descoberta de novos agentes anti-inflamatérios, Ghidini et al
(2015) executaram a sintese de varios compostos esterdides contendo o ndcleo 2-isoxazolinico
(figura 05). Dentre os resultados obtidos com relacdo a molécula mais promissora da série 34,
destacam-se sua maior afinidade pelo receptor glicocorticoide em relacdo a dexametasona (0,5
nM x 2,3 nM, para seus respectivos valores de ki), sua preferéncia pelo receptor glicocorticéide
em detrimento do mineralocorticéide, bem como seus perfis farmacocinéticos e
farmacodindmicos, que propiciariam sua utilizacdo como alternativa topica para o tratamento

de quadros inflamatdrios respiratorios (via inalatoria).

F
Figura 05

Reis et al (2011) elaboraram a sintese e a verificacdo dos efeitos antinociceptivos de
seis hibridos de hidrazonas 2-isoxazolinas aza-biciclicas 35, por prova de inibicdo das
contragdes abdominais em camundongos, desencadeadas por administragéo intraperitoneal de
acido acético (figura 06). Os resultados apontaram elevada analgesia (dose de 150 umol/kg),

em analogia ao padréo dipirona, assim como baixos niveis de toxicidade (1500 umol/Kkg).

5
5

(o8]
Q)

:R,=CIR,=Cl
‘R, =CIR,=F
:R,=CIR, =0Me
‘R, =FR,=Cl
‘R, =FR,=F
R, =FR,=OMe

~

z
\
z
T

g |

@
l
Z
&

(o8]
(o
o

(98]
(o
(D

(o8]
(Sa]
(o8
(Sal
=

R,

Figura 06%

11 Os percentuais de inibicdo das contraces abdominais foram: 35a = 85,8%; 35b = 69,6%; 35¢ = 72,0%; 35d =
69,3%; 35e = 72,1%; 35f = 76,0%; dipirona = 59,3%.
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Aggarwal, Bansal e Mittal (2013), a fim de expandir o espectro de atividades
relacionado ao nucleo 2-isoxazolina, expuseram a sintese e avaliacdo de seis novos derivados
desta classe organica (figura 07). Trés das moléculas mais ativas exibiram resultados
satisfatdrios contra duas cepas de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus) e acao fungicida sobre uma cepa de Saccharomyces cerevisiae, em relacdo aos padroes

positivos ciprofloxacino e fluconazol, para as respectivas provas.

Y
%

s O
OH
l\\l/ CF,
NH 36a:R=H
36b: R=Br
36 36c: R=NO,
R
Figura 07%

Em pesquisa realizada por Mandawad et al (2014), uma nova série de moléculas
contendo os nucleos tiofeno e 2-isoxazolina tiveram avaliada sua atividade antimicrobiana
(figura 08). Vérios dos compostos testados apresentaram de bons a excelentes resultados,
comparéveis aos farmacos utilizados como padrdes (rifampicina, estreptomicina e nistatina),
quanto a inibicdo no crescimento de algumas cepas de microrganimos patogénicos, dentre 0s
quais: Micobacterium smegmatis, M. tuberculosis, Staphylococcus aureus (Gram-positiva),

Pseudomonas aeruginosa (Gram-negativa) e Aspergillus niger.

12 Quanto a atividade antibacteriana, seguem os dados para a MIC (em pg/mL): 36a = 10 e 25, 36b = 25 ¢ 10,
36c =5 e 5, ciprofloxacino = 2 e 4, frente a B. subtilis e S. aureus, respectivamente. Em relagdo a avaliagdo do
perfil antifingico, as seguintes informac6es sdo fornecidas para a MIC (ug/mL): 36a = 100, 36b = 10, 36¢ = 5,
fluconazol = 2, contra a cepa de S. cerevisiae.
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Em trabalho andlogo ao supracitado, Bano et al (2015) conduziram analises bioldgicas
a fim de averiguar os perfis antifungico e antibacteriano de cinco novas espécies quimicas
contendo o nucleo 2-isoxazolina. Os resultados apontaram uma pronunciada acdo contra cepas
dos fungos Candida albicans, Aspergillus fumigatus, A. versicolor e A. flavus, semelhante a do
farmaco fluconazol, mas acdo moderada em relacdo as bactérias S. aureus e Escherichia coli,

considerando a droga padronizada ciprofloxacino (figura 04).

H,C OH
38a: R = fenil
38b: R = 4-metoxifenil
Cl 38c: R = 4-clorofenil
\ R 38d: R = 2-clorofenil

(48]

8e: R = 3,4-dimetoxifenil

8  CHy N—g
Figura 09

Avaliando os efeitos de certos nucleosideos isoxazolinico-carbociclicos, Quadrelli et al

(2013) evidenciaram uma significativa acdo de dois desses compostos regioisoméricos contra

13 Na averiguacdo da atividade antimicobacteriana, os valores da MIC (ug/ml) frente a M. smegmatis, M. phlei e
M. tuberculosis para os trés compostos mais ativos foram, sequencialmente: 37a (0,05; 0,07; 0,1), 37b (0,06;
0,05; 0,05), 37c (0,05; 0,06; 0,06), rifampicina (0,48; 0,0004; 0,28). Quanto a prova da atividade antimicrobiana,
os valores da MIC dos quatro compostos mais promissores contra cepas de B. subtillis, S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, A. niger, C. albicans foram: 6,25; 6,25; 6,25; 6,25; 25; 25 para as moléculas 37d, 37e, 37f e 379, em
comparagdo com os padrdes estreptomicina (6,25; 6,25; 6,25; 6,25; ndo determinado; ndo determinado) e
nistatina (ndo determinado; ndo determinado; ndo determinado; ndo determinado; 6,25; 6,25).

14 Os valores das MICs (ug/mL) das referidas referidas moléculas frente aos fungos C. albicans, A. fumigatus, A.
versicolor e A. flavus foi, nessa ordem: 38a (25; 12,5; 25; 6,25), 38b (12,5; 25; 25; 6,25) e equivalentes para 0s
produtos 38c, 38d e 38e (12,5; 6,25; 12,5; 12,5), em comparacdo ao fluconazol (12,5; 12,5; 3,125; 12,5). Em
respeito a avaliacdo antibacterianas das amostras, suas respectivas zonas de inibicdo de crescimento (mm) as
bactérias S. aureus e E. coli foram: 1 (11£0,1; 8+0,1), 2 (11+0,1; 8+0,2), 3 (12+0,1; 7+0,2), 4 (11+0,1; 8+0,1), 5
(10+0,2; 9£0,2), ciprofloxacino (24+0,1; 24+0,1).
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o virus Influenza do tipo A (HLN1). Dentre os parametros utilizados no experimento, os autores
destacaram as ECso destas moléculas, menores que aquela da droga de referéncia ribavirina
(figura 10).
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Figura 10

Bruno et al (2014) narraram a obtencéo sintética e a afericdo do efeito inibitdrio de
derivados 3-bromo-isoxazolinicos sobre a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Plasmodium falciparum, macromolécula da via glicolitica que é fundamental na fase
amastigota do protozoario para a geracao de energia. As moléculas 40 e 41, mais proeminentes
para a atividade antimaldrica, exibiram razdes kinact/Ki (Que expressa a extensdo da inibicao de
um dado composto) de 10,7 +2,8 st M1 e 10,3 + 2,6 s M, sequencialmente (figura 11).

Figura 116

A fim de contribuir no desenvolvimento de novas alternativas quimioterdpicas ao
tratamento da tripanossomiase africana humana (mais conhecida como doenca do sono), Ettari

et al (2015) procederam a sintese de compostos contendo 0 esqueleto 2-isoxazolina e

15 As concentragdes que foram necessarias para reduzir a replicacéo viral pela metade (ECso) foram (em pnM): 39
(1,33), 40 (0,80), ribavirina (5,85). Por outro lado, suas correspondentes concentracdes precisas para depletar por
90% a replicacao do virus (ECg) foram: 39 (>100), 40 (>100), ribavirina (13,28).

16 As razdes Kinacd/Ki foram (ST M™): 40 = 10,7 +2,8; e 41 = 10,3 + 2,6.
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mensuraram sua acdo inibitoria contra a enzima rodesaina, protease fundamental & vida do
parasito Trypanosoma brucei rhodesiense, agente etiologico da patologia. A mistura
diastereoisomérica mais ativa 42 apresentou K; igual a 2,62 * 0,21 uM, exibindo elevada
seletividade sobre a enzima parasitaria em compara¢do com as catepsinas B e L humanas (figura
12).
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Figura 12

Prajapti et al (2015) executaram a producdo de isoxazolinas biciclicas (fundidas com
ciclopentano), relatando os resultados quanto a constatacdo de suas caracteristicas
antimicrobianas e anticancer, in vitro (figura 13). Em relacdo a citotoxicidade, um dos analogos
diois 43, destacou-se com pronunciada a¢do sobre uma linhagem de células de cAncer de mama
(MCF-7), semelhante aquela do farmaco de referéncia etoposideo (valores de 1Cso sendo 11,5

+1,45e 11,95 + 2,63 png/mL, respectivamente).
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Em uma sintese estéreo e regiosseletiva de espiroisoxazolinas, obtidas por cicloadi¢éo
1,3-dipolar, Frank et al (2014) avaliaram os efeitos farmacoldgicos dos novos compostos contra

trés linhas de células cancerigenas: A431, HeLa e MCF7. Os resultados apontaram para uma
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satisfatoria atividade de duas das novas estruturas 44a e 44b, com valores de ICsp menores ou

ao menos comparaveis aqueles do farmaco de referéncia cisplatina (figura 14).

Cl

Figura 14

Em relagdo ao papel das espiroisoxazolinas na pesquisa por novos agentes citotoxicos,
Abolhasani et al (2014) expuseram a sintese e avaliacdo de seus derivados frente a trés linhas
de células neoplésicas malignas: T47D, MCF-7, HT29. Dois dos compostos estudados exibiram
elevada atividade contra a linhagem T47D, com valores de I1Cso similares as referéncias
empregadas no teste (colchicina, vimblastina, vincristina, cisplatina e doxorrubicina), apesar de

sua ndo ignoravel toxicidade sobre células normais de HFF-1 (figura 15).

45a:R, = SO,CH, R,=H R,=H

45b: R, = OCH, R,=O0CH, R,=O0CH,

Figura 15%

17.0s valores de 1Cso das moléculas contra as linhas de células neoplasicas HeLa, MCF7 e A431 foram,
respectivamente (em uM): 44a (7,46; 8,07; 3,42), 44b (7,39; 7,13; 4,20) e cisplatina (12,43; 9,63; 2,84).

18 Os valores de ICsp dos compostos testados para as trés linhas células tumorais (MCF-7, HT29, T47), bem
como aquela de células normais (HFF-1) foram, depois de 72 horas de incubagcdo com as substancias avaliadas,
respectivamente (em uM): 45a (24,17+2,57; 69,26+1,61; 0,07+0,01; 2,31+0,04), 45b (17,48+2,74; 28,53+7,42;
0,12+0,07; 2,60+0,01), colchicina (0,03+0,005; 0,01+0,007; 0,05£0,016; ndo determinado), cisplatina
(0,204+0,04; 0,018+0,006; 21,43+2,25; ndo determinado), vincristina (0,0026+0,001; 0,011+0,003;
0,046+0,017; ndo determinado), vimblastina (0,0041+0,003; 0,03+0,01; 0,074+0,013; ndo determinado),
doxorrubicina (0,062+0,012; 0,28+0,09; 0,084+0,036; ndo determinado).
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2.2 TIOSSEMICARBAZONAS

Classe organica constituida por heteroatomos de nitrogénio e enxofre, dos quais
destacam-se as porcOes azometina (C=N) e tioamida (S=CN), as tiossemicarbazonas sdo
estruturas que atraem grande interesse tanto na sintese organica quanto na quimica medicinal,
gracas a facilidade de sua obtencdo e ao seu uso como intermediario na elaboracdo de outros
compostos organicos, assim como ao seu notério emprego na busca por novas moléculas
bioativas. Sua estrutura basica, conforme a IUPAC (1993), pode ser compreendida como

exposto na figura 16.
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Figura 16

Uma peculiaridade das tiossemicarbazonas € que, uma vez que possuem marcante
deslocalizacdo eletrénica, podem apresentar-se em equilibrio quer na forma “tiona” (C=S), quer
na sua forma tautomérica “tiol” (C-SH), podendo haver predominéancia (ou mesmo ocorréncia
Unica) de uma das duas (LI, M.-X. et al, 2010) (esquema 16).

S SH
RN | R _N /)\
N \NH/\NHZ v \N NH2
forma tiona forma tiol
Esquema 16

Sua sintese envolve a reacdo de condensacdo entre compostos carbonilados (aldeidos
ou cetonas) 46, e tiossemicarbazidas 47, catalisadas por acidos, sendo estas comercialmente
adquiridas ou previamente preparadas (esquema 17). No ultimo caso, os principais meios pelos
quais se pode conseguir as tiossemicarbazidas sdo através das reacGes entre hidratos de
hidrazina e diversos reagentes organicos sulfetados como isotiocianatos, ditiocarbamatos e
4cido tioglicolico (TENORIO et al, 2005).
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Esquema 17

Quanto ao seu uso na quimica medicinal, a literatura atesta que diversos agentes
contendo em sua estrutura a classe tiossemicarbazona exibiram resultados promissores em
relacdo aos efeitos antibacteriano (HAMEED et al, 2015), antiviral (KANG et al, 2011),
antileishmania (BRITTA et al, 2014), antichagasico (BRITTA et al, 2015; BLAU et al, 2013;
MOREIRA et al, 2014), antitumoral (DE OLIVEIRA et al, 2015) e citotoxico (MATESANZ;
HERNANDEZ; SOUZA, 2014). Outra caracteristica desses compostos é sua capacidade em
quelar cations metalicos, conduzindo a formacdo de complexos que, ndo raras vezes, também

demonstraram satisfatorias a¢oes bioldgicas (ESWARAN et al, 2016).
2.2.1 Sintese

As tiossemicarbazonas sdo ordinariamente obtidas pela reacao entre tiossemicarbazidas
e aldeidos ou cetonas. O mecanismo desse tipo de reacdo é similar aquele proposto para a
formacdo de iminas (TENORIO et al, 2005). Conforme Solomons e Fryhle (2012), esse
processo reversivel é iniciado pelo ataque nucleofilico do atomo de nitrogénio da
tiossemicarbazida a carbonila, seguido por formacdo de um intermediario dipolar 49 que gera
um aminoalcool 50, com sua posterior desidratacdo 51, através de catalise acida, para produzir
as iminas (no nosso caso, tiossemicarbazonas 52a e 52b), geralmente numa mistura isomérica
E/Z (esquema 18).
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No entanto, os autores advertiram que para uma maior velocidade da reacéo o valor do
pH deveria estar situado entre 4 e 5. Isso porque uma baixa concentracdo de H* (pH elevado)
dificultaria a protonagdo da OH do aminodlcool, inviabilizando a catélise, enquanto uma grande
taxa de H* (pH baixo) faria com que a amina, na etapa inicial, estivesse protonada, o que
inviabilizaria o ataque nucleofilico a carbonila.

Petering et al (1965) relataram a producdo de uma série de bis-tiosemicarbazonas a
partir da reacédo entre a-ceto aldeidos e tiossemicarbazidas, catalisada por acido acético de 2-
5% (esquema 19).
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Esquema 19

Aracinbia et al (2014) executaram a reacdo entre diversas tiossemicarbazidas e 0s
compostos carbonilados organometalicos ciretrenocarboxialdeido ou acetilciretreno 55,
formando as tiossemicarbazonas desejadas 56 (contendo rénio em suas estruturas),
exclusivamente com isomeria E (esquema 20). O meio reacional, contendo etanol seco como

solvente, foi deixado sob refluxo por 24 horas. Os rendimentos foram de 50 a 90%.
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Mazoir et al (2016) publicaram a sintese das tiossemicarbazonas 58a e 58b a partir da
condensacdo entre derivados terpénicos 57 isolados do 6leo essencial de Cedrus atlantica e
tiossemicarbazidas. A reacdo foi realizada em etanol, em cinco horas, sob refluxo, tendo HCI

como catalisador, dando os excelentes rendimentos de 94 e 98% (esquema 21).

57 S 58
l etanol, HCI S8a:R= §~<
+ HZN\ N
NH refluxo, 5 h I NH NH
R \O NH, R N/ T 2 - zg

S
Esquema 21%°

Xie et al (2016) relataram a sintese de diferentes moléculas contendo o esqueleto
tiossemicarbazona, provenientes da reacdo entre diversos aldeidos (2-tiofenocarboxaldeido, 2-
furaldeido e 2-pirrolcarboxaldeido) e distintas tiossemicarbazidas. A solugio da
tiossemicarbazida em etanol, contendo quantidade catalitica de &cido aceético, foi gotejado
gradativamente o respectivo aldeido. A mistura reacional foi deixada em refluxo durante duas

horas. Os produtos cristalinos exibiram rendimentos entre 63,9-96,3% (esquema 22).
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Esquema 222°

Realizando a condensacéo entre 2,3,4,4a-tetrahidro-1H-xanten-1-ona 61, um analogo de

xanteno, e tiossemicarbazidas substituidas, Hameed et al (2015) obtiveram as respectivas

19 Os compostos a e b foram obtidos em rendimentos de 94 e 98 %, respectivamente.
20| A descricdo dos rendimentos é dada a seguir: 60a = 72,0%; 60b = 89,3%; 60c = 89,2%; 60d = 96,3%); 60e =
71,5%; 60f = 87,0%; 60g = 71,2%; 60h = 67,8%; 60i = 63,9%.



tiossemicarbazonas 62 em bons a excelentes rendimentos (70-93%). A reacédo foi processada

em etanol como solvente, sob refluxo e tendo TsOH como catalisador (esquema 23).
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Esquema 23

Entretanto, com o objetivo de ampliar as possibilidades de obtencdo de
tiossemicarbazonas substituidas, alguns métodos para preparacdo do reagente de partida

tiossemicarbazida podem ser utilizados (esquema 24).
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No trabalho de Barthi et al (2002), tiossemicarbazidas substituidas 64 foram obtidas
pela reacdo entre acidos tioglicdlicos 63 e hidrato de hidrazina. A etapa seguinte envolveu a
condensacdo das tiossemicarbazidas recém preparadas e 5-nitrotiofeno-2-carboxaldeido 65,
levando a producao das tiossemicarbazonas correspondentes, em rendimentos que variaram de
53-74% (esquema 25).
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Esquema 25
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Dois derivados tiossemicarbazidas, 4-(4-nitrobenzil)-3- 67a e 4-[[2’-(tert-
butdxicarbonil)-bifenil-4-iljmetil]-3-tiossemicarbazida 67b, foram sintetizados por Ashton et
al (1993) através da reacdo entre hidrato de hidrazina e apropriados ditiocarbamatos 66, em
etanol e sob refluxo por duas horas (esquema 26). Os rendimentos foram de 60% e 79%,

respectivamente.
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2
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NH,NH, HZO 67a:R = NO,
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66 o
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Esquema 26

Duffy et al (2002) executaram a preparacdo de 3-carboxi e  3-
sulfénicotiossemicarbazidas, a partir da reacdo entre hidrazina e isotiociantos 68 com o padrdo
de substituicdo desejado. As tiossemicarbazidas p-substituidas 69 foram utilizadas,
subsequentemente, na condensacdo com 3,5-diclorosalicilaldeido 70, gerando as

tiossemicarbazonas 71 de interesse (esquema 27).
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Esquema 27

Uma vez que as reagdes para obter as tiossemicarbazonas séo feitas em sequéncia (com
necessidade de purificacdo de intermediarios), Cunha e Da Silva (2009), desejando minimizar
o dispéndio costumeiro de solventes e energia, realizaram a producdo das tiossemicarbazonas
através de uma Unica mistura contendo hidrazina, isotiocianatos e compostos oxo diversos,
tendo metanol por solvente, sem uso de catalisador e submetida a refluxo. Os rendimentos

foram de razoéaveis a excelentes, variando entre 25-98%.
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2.2.2 Atividades Bioldgicas

Kang et al (2011) planejaram a producdo de novas isatinas-p-tiosemicarbazonas, bem
como sua avaliacdo contra os virus da herpes humana, tipos 1 e 2 (HSV-1 E HSV-2,
respectivamente). A inser¢do do substituinte morfolina na posi¢cdo N-4 da tiossemicarbazona
resultou no composto 72 com melhor antividade anti-herpética sobre ambas as formas virais,

analogamente aquela registrada para a droga padrdo aciclovir (figura 17).
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Matesanz, Hernandez e Souza (2014), ap6s procederem a sintese de derivados 2,6-
diacetilpiridina bis(p-clorofeniltiossemicarbazona) nas formas livre e seus complexos com
platina e pal&dio, avaliaram sua atividade citotoxica contra as linhas de células tumorais A2780,
A2780cisR e T-47D (figura 18). Os resultados demonstraram que a forma livre 73 apresentou

acao mais pronunciada sobre T-47D quando comparada aquela da cisplatina (referéncia positiva

cl ﬁ | N " Si cl
i ‘NH/\NH’N\ N7 /N\NH/\NH

Figura 18%

no teste).

Na senda do desenvolvimento de novos agentes ativos contra células tumorais, De

Oliveira et al (2015) sintetizaram quatorze compostos contendo o esqueleto tiofeno-2-

21 Os valores de 1Cso (LM) contra HSV-1 e HSV-2 foram, respectivamente: 1,30+0,16 e 2,74+0,23, para 0
derivado isatina-p-tiosemicarbazona; 0,30+0,04 e 1,27+0,14, para aciclovir.

22 Os valores de 1Cso (M) dos compostos para as linhas de células tumorais A2780, A2780cisR e T-47D foram,
respectivamente: forma livre 73 (7,16+0,14; 13+1; 7,42+0,14), complexos com platina (7,12+0,21; 9,13+0,07;
9,17+0,07) e paladio (24+1; >100; >100), cisplatina (0,88+0,01; 7,77+0,10; 12+1).
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tiossemicarbazona, avaliando seu perfil contra linhas de células neoplasicas (in vitro) e sua
Dentre as moléculas testadas, aquela possuindo o substituinte p-bromofenil em N-4 da porcéo

tiossemicarbazona 74 demonstrou ser a mais ativa frente a linha de células tumorais 786-0

(figura 19).
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Figura 19

Eswaran et al (2016) levaram a cabo a producdo do ligante 6-metdxi-2-0xo-1,2-
diidroquinolina-3-carbaldeido-4(N,N)-dimetiltiossemicarbazona binuclear 75 bem como seu
complexo de Pd(I1) 76 correspondente (esquema 28). Os compostos apresentaram a capacidade
de intercalacdo entre os pares de bases nitrogenadas da molécula de DNA (sobretudo a forma
coordenada com o metal de transicdo), que consiste num dos mecanismos de acdo dos

quimioterapicos antineoplasicos.
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Esquema 28

Um grupo de pesquisadores realizou a sintese de 4-nitrobenzaldeido tiossemicarbazona
proveniente de S-(-)-limoneno 77, avaliando seus perfis contra Leishmania amazonensis
(BRITTA et al, 2014) e Trypanosoma cruzi (BRITTA et al, 2015), a fim de oferecer outras
alternativas para o tratamento da leishmaniose e doenca de Chagas, respectivamente (figura
20). O composto tiossemicarbazénico foi responsdvel por causar extensas alteracdes
morfoldgicas e diminuicdo da proliferacdo de promastigotas e amastigotas intracelulares (L.
amazonensis), assim como de epimastigotas e reducao da viabilidade de tripomastigotas (T.
cruzi), como consequéncia de alteragdes mitocondriais causadas por sua acdo (embora sem

alterar a permeabilidade da membrana plasmatica). Além disso, 4-nitrobenzaldeido
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tiossemicarbazona foi mais toxica contra 0s protozoarios em comparacao as células J774Al e
LLCMK: de mamiferos.
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Figura 202

Um dos modos mais eficazes de desenvolver novos agentes para o enfrentamento de
patologias € identificar um possivel alvo envolvido na génese da doenca. Nesse aspecto, a
descoberta da cruzaina, uma protease cisteina derivada do T. cruzi, envolvida em varios
processos vitais de todas as formas evolutivas deste protozoario, impulsionou diversos grupos
de pesquisa a buscar potentes inibidores contra esta enzima (CHIYANZU, et al, 2003;
GREENBAUM, D. C. et al, 2004; FUJII et al, 2005).

Blau et al (2013) desenvolveram aril tiossemicarbazonas (78, 79 e 80) com boa
atividade antichagasica (figura 21). Na ocasido, os autores destacaram que fatores como a
presenca do grupo nitro na posicdo para do anel aromatico e a auséncia do substituinte amino

foram aspectos preponderantes a atividade observada.

S
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782 BrH.H,N - HO - Y o
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Figura 212

23 Referente a acdo sobre as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi, a tiossemicarbazona apresentou os
valores de 9,2+1,7 uM (ICso, concentracao de inibiu o crescimento em 50%) e 1,43+0,9 uM (ECso, concentragdo
que lisou 50% do protozoario), respectivamente. Por sua vez, os valores de ICso para promastigotas e
amastigotas intracelulares foram de 3,8 uM e 7,7 uM.

24 Frente a forma epimastigota, séo referidos os seguintes valores de 1Csp para os citados compostos: 78a = 6,3
uM; 78b = 37,7 uM; 78c = 12,0 uM; benznidazol (droga de referéncia) = 34,6 uM.
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Entretanto, a fim de verificar a influéncia de um grupo espacador entre 0 anel aromatico
e a porcdo tiossemicarbazona sobre a acdo tripanossomicida, Moreira et al (2014) procederam
a sintese e avaliacdo bioldgica de vinte e quatro destes novos derivados. Os dois compostos de
maior destaque (79a e 79b) apresentaram marcante atividade sobre as formas tripomastigota e
epimastigota do parasito (figura 22). Em consideracdo a influéncia da estrutura sobre o perfil
bioldgico apresentado pelos agentes, os pesquisadores confirmam que a natureza (elétron-
doadora ou retiradora) do substituinte € importante, mas sua posi¢do no anel aromatico tem

pequena relevancia.

Figura 22%

Todavia, tem sido recorrente nos trabalhos supracitados, em relacdo a acdo
antichagasica das tiossemicarbazonas, que nao raras vezes varios compostos desta classe sao
ativos contra T. cruzi mas sem afinidade apreciavel sobre a cruzaina. Tal constatacdo tem
servido de evidéncia para sugerir que outros mecanismos estéo evolvidos para ocorréncia dos

efeitos observados.

25 Os valores de CCso (LM) que expressa a concentragdo citotdxica para 50% da forma tripomastigota de T.
cruzi, bem como a concentracgdo ndo citotoxica mais elevada (uM) frente as células esplénicas de ratos BALB/c
sdo dados: 79a =1,4 e >339; 79b = 1,1 e 31,9; benznidazol = 6,2 e 96,0; nifurtimox = 2,7 e 3,4. Do mesmo
modo, para a forma epimastigota, os valores que reduziram em 50% sua prolifera¢éo 1Cso (uM) foram: 79a =
71,5; 79b = 2,2; benznidazol = 48,8; nifurtimox = 5,7.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

o Executar a sintese regiosseletiva de inéditos hibridos tiossemicarbaz6nicos
isoxazolinicos aza-biciclicos racémicos, caracterizando-os mediante analises espectroscépicas
de RMN H e 3C, infravermelho e espectrometria de massas.

o Avaliar o perfil dos neoderivados quanto a sua possivel atividade citotoxica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Proceder a sintese do nlcleo 2-isoxazolina, mediante emprego de metodologia
concernente a reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar entre enamidas/enecarbamatos endociclicos e
oxido de nitrila (CEFNO).

o Realizar a conversdo do grupo ester dos cicloadutos isoxazolinicos aza-biciclicos a
funcdo aldeido.

o Submeter os aldeidos obtidos a reacdo de condensacdo com tiossemicarbazidas
funcionalizadas, gerando os respectivos hibridos tiossemicarbazénicos isoxazolinicos aza-
biciclicos.

o Elucidar estruturalmente os novos compostos a partir das técnicas de espectroscopia de
RMN *H e RMN 3C (1D e 2D), infravermelho e espectrometria de massas.

o Testar as moléculas adquiridas quanto ao seu efeito citotdxico sobre linhagens de células

neoplasicas malignas.
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4. METODOLOGIA

4.1 AMBITO QUIMICO

Ha muito, a sintese de produtos contendo o anel 2-isoxazolina aza-biciclico, bem como
a avaliacdo dos efeitos bioldgicos concernentes a essas estruturas, é pratica consolidada no
grupo de pesquisa. Nesse sentido, e aproveitando da abordagem de hibridagédo molecular, De
Almeida (2010) desenvolveu a jungédo do referido esqueleto heterociclico (2-isoxazolinico, em
destaque vermelho) pirrolidinico (anel de cinco membros) e piperidinico (ciclo de seis
membros) a classe organica tiossemicarbazona (em destaque azul), a fim de verificar se os

novos compostos exibiriam atividades antimicrobiana e antichagésica (figura 23).
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O procedimento-padrédo utilizado para obtencdo das moléculas de interesse foi aquele

consagrado no nosso laboratdrio, sendo sumarizado no esquema 29.

26 Os valores de citotoxicidade (ug/mL) e de I1Cso (ug/mL) das citadas moléculas frente ao T. ¢ ruzi (forma
epimastigota) sdo dados, sequencialmente: 80a (>100; 11,82), 80b (5; 14,36), 80c (>100, 10,88), 80d (>100,
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O esqueleto 2-isoxazolina aza-biciclico foi obtido por meio da reacdo de cicloadicdo
1,3-dipolar entre CEFNO 11 (1,3-dipolo), gerado in situ a partir de seu precursor
cloroxominoacetato de etila 10, e enecarbamato/enamida endocilicos (83 ou 84) (dipolarofilos).
Para a preparacdo destes ultimos, foi utilizada inicialmente pirrolidina 81 comercial que foi
oxidada (etapa “@”), levando a producdo da espécie reativa 1-pirrolina que trimeriza-se
espontaneamente. No passo seguinte, a geracdo do monémero 1-pirrolina a partir do seu trimero
82 bruto (destrimerizacdo) propiciou a acetilagdo do seu atomo de nitrogénio quer pelo
cloroformato de benzila (etapa “b”) ou por cloretos de benzoila substituidos (etapa “c”),
formando o enecarbamato endociclico 83 ou enamidas 84 endociclicos, respectivamente. Apds
purificacdo, procedeu-se a cicloadi¢do entre cada um desses dipolardfilos (etapas “e” e “f”’) e
CEFNO, sendo este derivado do cloroximinoacetato de etila o qual foi preparado através da
cloracdo de glicina esterificada comercial 91 (etapa “d”), produzindo os ésteres do cicloaduto

isoxazolina aza-biciclicos.
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Em relacdo ao cicloaduto do enecarbamato 85, este sofreu reacdo de hidrogendlise
(etapa “g”) para desprotecdo de seu atomo de nitrogénio carbamidico, produto (86) que em
seguida foi N-acilado (etapa “h”) através do emprego de cloreto de benzoila.

Uma vez purificados, os adutos ciclicos amidicos 87 tiveram sua funcdo éster em C-3
reduzida a alcool 88 (etapa “i”), por¢éo esta que foi depois covertida em aldeido 89 (etapa “j)
por meio de oxidacdo branda de Swern. Os aldeidos conseguidos foram entdo submetidos a
reacdo de condensacdo com diferentes tiossemicarbazidas substituidas 92 (etapa “k”), obtidas
previamente pela reacédo entre isotiocianatos e hidrato de hidrazina, possibilitando a producgéo

das tiossemicarbazonas.

4.2 AMBITO BIOLOGICO

Tendo em consideracé@o os promissores resultados do trabalho de De Almeida (2010) e,
mais ainda, a gama de atividades referentes a essas duas classes organicas (2-isoxazolina e
tiossemicarbazona) vastamente atestada na literatura, a presente pesquisa propds expandir a
série racémica anteriormente produzida em nosso laboratorio, variando os substituintes na
porcao tiossemicarbazona, com o objetivo de verificar sua agdo toxica sobre células tumorais

e, num futuro proximo, seu efeito anti-tripanossémico (figura 24).
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Figura 24

A andlise in vitro da citotoxicidade sobre as linhas de células tumorais NCI-H292, HT-
29, HEp-2, MCF-7 e HL-60 foi realizada através do método do MTT, baseado na detecgdo de

células viaveis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AMBITO QUIMICO

5.1.1 Sintese racémica do heterobiclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidinico

5.1.1.1 Sintese do trimero da 1-pirrolina 82

NaOH, AgNO, Q
Na,S,0, N N
R — >
[ />
0 temperatura
N 0C N ambiente N
H 81 93 82

Esquema 30

O trimero da 1-pirrolina 82, intermediério fundamental para a constitui¢do posterior da
estrutura do biciclo, foi gerado convenientemente conforme modelo estabelecido por Nomura
et al (1977) e extensamente empregado no laboratério.

A reacdo foi executada partindo da pirrolidina 81, comercialmente disponivel, que foi
submetida a continua oxidagdo através do uso de solucdo aquosa de Na>S»Osg (introduzida por
gotejamento), em um pH alcalino, catalisada por AgNOs e arrefecida por banho de gelo em
uma temperatura proxima de 0 °C.

Num segundo momento, a reacdo foi extraida em CH.Cl, e seca em NaSQO4 anidro.
Contudo, uma vez que ndo foi possivel realizar o isolamento do trimero (mediante destilacao)
da solucgdo bruta, esta teve de ser diretamente empregada na reacdo seguinte. O trimero impuro
apresentou coloracdo levemente alaranjada, razoavel viscosidade e forte odor caracteristico.
Processada por via radicalar, a reacdo apresentou o rendimento de 50% na geracdo do produto,

sendo semelhante aquele descrito no artigo original.
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5.1.1.2 Sintese do N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 83 (enecarbamato endociclico)

Q cloformato de benzzila, TEA N
N N THF )\
/‘:> = ultrassom, A S O/ o)

82 93 83

Esquema 31

A sintese do dipolaréfilo enecarbamato endociclico 83 foi realizada atraves da reacédo
entre 1-pirrolina 93 e o agente acilante CBZ. A metodologia empregada foi adaptada a partir
daquela estabelecida por Kraus e Neuenschwander (1981) e recentemente realizada por
Marques (2013), onde o ultrassom fora empregado.

Nessa etapa, o intermediario instavel 1-pirrolina foi gerado a partir de seu trimero 82,
como consequéncia da vibracdo de elevada frequéncia gerada pelo processo de sonicacdo, bem
como pelo aumento da temperatura (~ 60°C). Uma vez formado no meio, o intermediario é N-
acilado por CBZ, resultando no enecarbamato endociclico. Apos evaporacdo do solvente e
purificacdo do produto em coluna cromatografica de silica gel, este apresentou-se como um
liquido viscoso de cor levemente amarelada.

Tendo em vista que o reagente de partida (trimero da 1-pirrolina 82) estava impuro, o
rendimento de 11,8% na obtencdo do enecarbamado endociclico foi calculado a partir da
quantidade de mol de CBZ empregado na reacdo. Uma vez que a utilizacdo de ultrassom para
obtencdo deste produto € um método recente, ndo foi possivel comparar o rendimento aqui
atingido com dados da literatura. Contudo, vale destacar que a presente metodologia teve a
vantagem da facilidade na organizacdo do aparato necessario para a realizagdo desta sintese,
como a nao-utilizacao de gelo seco, como empregado no trabalho de Kraus e Neuenshwander

(1981), o que torna o procedimento mais pratico e financeiramente mais viavel.

5.1.1.3 Sintese do N-(4-fluorobenzoil)-2-pirrolina (enamidas endociclicas 84)
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Esquema 32

As reacOes para obtencdo das enamidas endociclicas 84 foram analogas aquela da
sintese do enecarbamato endociclico. Desta vez, os agentes acilantes foram cloretos de cloro-
ou fluor-benzoila substituidos na posi¢éo para.

Quando R! = cloro, a sintese rendeu 17,6 %, ao passo que, quando R* = fldor, o
rendimento de 20,1%. Os valores ficaram abaixo daqueles apresentados por Marques (2013),

onde os rendimentos das enamidas p-cloro e p-flior foram de 42% e 32%, respectivamente.

5.1.1.4 Sintese do clorooximinoacetato de etila 10 (precursor do 1,3-dipolo CEFNO)

o1 O NaNO,, HCI 10 Cl)
” NH H.0 ;\ ~N
—_—
/\O/\/ 2 o O/\(/ OH
Cl
Esquema 33

A fim de obter o nicleo 2-isoxazolina, foi preciso executar a preparacdo prévia do
precursor do 1,3-dipolo CEFNO 11, cloroximinoacetato de etila 10, uma oxima halogenada. Na
reacdo, foi utilizado o éster etilico da glicina 91 comercial, o qual foi convertido na oxima de
interesse mediante adicdo de HCI concentrado e solugdo aqguosa de NaNO3, a baixa temperatura.

Os processos de extracdo e recristalizacdo proporcionaram a formacdo de cristais
brancos de cloroximinoacetato de etila num rendimento de 64,5%, que foram devidamente

armazenados sob refrigeracdo para a reagéo posterior de cicloadi¢do 1,3-dipolar.
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5.1.15 Sintese do éster 6-benzil-3-etil do é&cido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolopirrolo[3,2-

d]isoxazol-3,6-dicarboxilico 85 (éster do enecarbamato — cicloadicao 1,3-dipolar)

N

N
/J\ TEA, THF | | N B /l\
v + —
temperatura N )\ 0” o
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(@]

Esquema 34

f \ /
\ COOEt \ fe)
83 cloroximinoacetato de etila ‘ 83 85

A presente reacdo de cicloadi¢do consistiu na etapa chave da via sintética. Foi realizada
entre a espécie portadora de insaturacdo (o dipolardfilo, neste caso, enecarbamato endociclico
83) e 6xido de nitrila 11 (1,3-dipolo), em excesso, gerado no meio reacional a partir da acdo da
base organica TEA sobre seu precursor clorooximinoacetato de etila 10.

Ao baldo contendo enecarbamato endociclico e TEA dissolvidos em THF, foi
adicionada lentamente a solucdo de cloroximinoacetato de etila no mesmo solvente etéreo,
previamente seco em sodio metalico. A temperatura empregada para o procedimento foi
ambiente e o produto formado teve o solvente evaporado em pressao negativa, sendo purificado
por coluna cromatogréafica de silica gel. A metodologia possibilitou a obtencdo de um par
enantiomérico do cicloaduto 2-isoxazolina aza-biciclico 85, de modo regiosseletivo mas sem
seletividade estereoisomérica (DE ALMEIDA et al, 2009) (figura 25).
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A adicéo lenta da solucao de cloroximinoacetato de etila a mistura reacional é justificada

pelo principio de que, uma vez formados in situ, devido a sua notavel instabilidade quimica, os

27 Estruturas da série racémica de cicloadutos isoxazolinicos aza-biciclicos. A esquerda, estrutura dos adutos
ciclicos no plano do papel e, a direita, projecdo das mesmas moléculas em perspectiva.
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1,3-dipolos (neste caso, CEFNO) podem interagir entre si, levando & formagédo dos dimeros, o
que compromete o rendimento da reacdo (GRUDMANNZ 1966 apud GRUDMANN;
DATTA, 1969).

Por outro lado, temperatura ambiente foi requerida pois o aquecimento do meio
reacional promove a conversao do 1,3-dipolo a isocianato, o que também afeta negativamente
o rendimento esperado para essa etapa (FRANK et al, 2014).

Uma peculiaridade dessa estrutura biciclica, como aponta De Almeida (2010) foi o
surgimento de sinais de rotdmeros nos espectros de RMN H! e C!3, Rotdmeros sdo espécies de
isbmeros conformacionais que existem gracas a elevada barreira rotacional, neste caso
particular, da ligacdo dos grupos amididicos (enamida) ou carbamidicos (enecarbamato). Isso
ocorre porque, a medida que estes grupos giram no eixo da ligacdo simples C-N, o orbital “p”
do carbono “sp?” pode sobrepor ao orbital “p” do nitrogénio pirrolidinico, fazendo com que os
elétrons entrem em ressonancia, 0 que ocasiona um estado momentaneamente mais estavel.
Uma vez que esse tipo de interacdo pode ocorrer duas vezes a cada giro completo, duas

conformacdes sdo prioritarias (esquema 35).

EtO0C EtOOC EtOOC

o} 1* estrutura mais estavel R 2% estrutura mais estavel

Esquema 35

Como consequéncia, 0 ambiente quimico dos hidrogénios mais préximos da ligacdo
amidica/carbamidica, H® e os diastereotopicos H% e H®, foi diferente, distingdo essa que
reverberou em sinais de baixa resolucéo nos espectros de RMN H (destaque vermelho, figura
26). O nucleo do hidrogénio H% em 90e, por exemplo, apareceu como um sinal de baixa
resolucéo na faixa de 6,23 ppm e 6,72 ppm, ao passo que o do carbono C6 teve deslocamento
quimico préximo a 94 ppm (destaque vermelho, figura 27), sendo estes dois sinais diagnosticos
da formacéo do biciclo (ARAUJO NETA, 2014).

28 GRUDMANN, C. The chemistry of nitrile oxides. Fortschritte der Chemischen Forschung, Berlin, v. 7, p.
62, 1966.
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I;igura 27

290 referido espectro de RMN H corresponde & molécula final 9e. Entretanto, o exemplo é vélido para essa
etapa pois os sinais destacados em vermelho referem-se unicamente a porcéo isoxazolina aza-biciclica,
envidenciando sua formag&o. O mesmo pode ser dito sobre o espectro de RMN *3C, na figura 27.
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Os rendimentos variaram de 50,5% (quando as quantidades estavam de acordo com as
proporcdes originais de reagentes, ou seja, um leve excesso do precursor do 1,3-dipolo) a 82,1%
(com um excesso adicional do clorooximinoacetato de etila e TEA®), estando o segundo dos
percentuais em conformidade com relatos anteriores. Tal constatacdo sugere que 0 baixo
rendimento observado no primeiro caso pode ter sido causado por degradacdo do

clorooximinoacetato de etila utilizado.

5.1.1.6 Sintese dos cicloadutos ésteres das enamidas endociclicas 87 (cicloadigdo 1,3-dipolar)

COOEt
NN
\ /
\ COOEt 0
cloroximinoacetato de etila N
N N
84 TEA, THF | | 84 87
/ N+ + R -
temperatura (@]
O/ ambiente | B u o
O 1
R! r! R

Esquema 36

A cicloadicdo entre enamidas 84 e oxido de nitrila 11 segue o mesmo curso daquele
exposto na geracdo do cicloaduto do enecarbamato. Neste caso particular, quando R* = Cl, o
rendimento foi de 69,6%, abaixo do resultado aguardado; ao passo que, quando R! = F, o
procedimento teve rendimento quantitativo na producao dos adutos enantioméricos. Na reacdo
de cicloadicdo da enamida p-flGior, excesso de reagentes foi utilizado®.. Esta informacéo
corrobora a tese de que a quantidade de clorooximinoacetato de etila realmente disponivel para

liberacdo do 1,3-dipolo era menor que aquela calculada.

5.1.2 Sintese dos aldeidos derivados do heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidinico

30 0 excesso de clorooximinoacetato de etila e TEA foram de, respectivamente, 56,25% e 96,07%.
31 Em termos percentuais, clorooximino acetato de etila, TEA e THF estiveram em 50%, 2,9% e 13,54%,
respectivamente, de excesso.
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5.1.2.1 Sintese do éster do acido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 86

(desprotecéo do nitrogénio do cicloaduto)

COOEt
COOEt
NN
J N
N
N 85 Pd/C, metanol / 8

temperatura o)
= ambiente N
0 o H

Esquema 37

Levando em consideracdo que a formacdo do biciclo isoxazolinico ocorreu na etapa
precedente, e ciente da necessidade em estabelecer a formacdo de uma porcdo amidica no
nitrogénio da posicdo 7 do anel (obtencdo da estrutura 87), foi realizada a deprotecdo de 85
através da reacdo de hidrogenolise, utilizando hidrogénio molecular, catalisada por Pd/C. A
filtracdo e evaporacao do solvente empregado na reacdo possibilitaram a formacdo de um 6leo
incolor em um rendimento de 88,2%, pouco abaixo do valor alcan¢ado por Dos Santos et al
(2003). Devido a auséncia de impurezas, ndo foi necessario procedimento complementar para

purificacdo do produto, o que permitiu reducédo de tempo e custos para a etapa subsequente.

5.1.2.2 Sintese do éster etilico do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carboxilico 87 (acilacdo de N-7)

COOEt
COOEt X
N cloreto dec b:gzloila, TEA O/
R S N
o temperatura P
H " ambiente o = o

Cl
Esquema 38
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A acilacdo do nitrogénio pirrolidinico desprotegido 86 guardou certa analogia com a
sintese das enamidas. A distincdo entre ambas é que, naquela situacao, a reacédo foi processada
em THF e sob agdo do ultrassom e aquecimento adicional, uma vez que tais condigdes eram
necessarias a liberagdo do monémero 1-pirrolina a partir de seu trimero. Desta feita, CHClIs foi
utilizado como solvente e a temperatura ambiente foi adequada para gerar os produtos.

O agente acilante cloreto de 4-clorobenzoila propiciou a obtencdo do cicloaduto
substituido 87 na posicédo para (R* = Cl) em 48,14% de rendimento. Levando em conta que tal
aproveitamento é aquém daquele habitualmente obtido, para uma segunda reagdo, excesso de
cloreto de 4-clorobenzoila e TEA® foi acrescentado, possibilitando uma melhoria significativa
na geracdo do produto (rendimento de 81,9%), proximo do que indica De Almeida et al (2009).

Esse resultado leva a crer que o reagente responsavel pela acilacdo ndo estava integro,
mas que o procedimento, por outro lado, é capaz de proporcionar a aquisi¢cdo do produto em
boa quantidade.

Nesse aspecto, vale esclarecer um ponto: uma vez que a formacdo de 87 pode ser
conseguida pela reacdo entre enamidas para substituidas 84 e CEFNO 11, a utilizacdo do
enercarbamato endociclico 83 justificativa-se no fato de que, diferentemente dos resultados
obtidos no presente trabalho, tanto a sintese de 83 quanto sua cicloadicdo resultaram em
melhores rendimentos em comparacao as reacdes nas quais enamidas para substituidas foram
usadas (DE ALMEIDA et al, 2009).

5.1.2.3 Reducdo da porgdo éster em C3 (sintese dos alcoois isoxazolinicos 88)

COOEt OH
NN
/ SN
o) /
N NaBH,, metanol O
- N
1.0°C
O/ 2. temperatura ambiente o A
& 1
R 88
Rl
Esquema 39

32 Os percentuais de excesso utilizados foram de 100%, para cloreto de 4-clorobenzoila, e 107,5%, para TEA.
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Haja vista que a funcdo aldeido é necessdria a reacdo de condensacdo com
tiossemicarbazidas, a fim de gerar as tiossemicarbazonas desejadas, a porcao éster de 87 foi
inicialmente reduzida a alcool 88 com o objetivo de converté-la depois em aldeido. Isto ocorreu
pois, a partir de resultados anteriores (REIS et al, 2011), constatou-se que os métodos
convencionais para a conversdo da funcdo éster a aldeido ndo apresentavam os resultados
esperados para este caso.

Nesse sentido, vale salientar um aspecto importante dessa reacdo: a producgéo do alcool
isoxazolinico costuma ser inicialmente acompanhada da geracdo de seu éster metilico, como
subproduto momentaneo da conversdo da por¢éo éster etilico a metilico, haja vista que metanol
é empregado como solvente da reacéo.

Enquanto o procedimento com as propor¢cbes calculadas de NaBHs forneceu o
rendimento de 79,8% do produto desejado, a introdugdo de uma quantidade adicional® do
agente redutor conduziu a conversao plena ao alcool isoxazolinico de interesse, ocasionando
rendimentos de 84,1% e 87,5%, quando R* = cloro ou flGor, nesta ordem. A purificacdo dos
produtos foi realizada por coluna cromatogréafica de silica gel.

Uma suposta deterioracdo do sal NaBH4 é possivel, sobretudo, tendo em conta seu
marcante grau higroscépico, que certamente pode ter acarretado o consumo da base hidreto (H

), tornando-a menos disponivel a reducéo.

5.1.2.4 Oxidacdo branda de Swern da porcédo alcool em C-3 (sintese dos aldeidos isoxazolinicos
89)

OH O
=
\N \N
/ DMSO0, C,CL,0,, TEA /
O CH,CI, O
N > N
-78°C
=
(@] O%
88 89
R R
Esquema 40

330 excesso de NaBH4 empregado foi de 200%, para a sintese do alcool p-cloro, e 100%, para o alcool p-flior.
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A obtencdo do aldeido isoxazolinico 89 a partir de seu alcool 88 foi baseada na
metodologia de oxidacdo branda, desenvolvida por Omura e Swern (1978). O aspectos
mecanisticos da reacdo envolvem a ativacdo do DMSO por um eletréfilo (neste caso, C2Cl,0,),
0 ataque do DMSO ativado pelo alcool e a subsequente liberacdo de S(CHs)2() € 0 composto
carbonilico de interesse (esquema 41). A reacéo foi arrefecida a aproximadamente -78 °C, por
uso de banho de gelo seco/etanol, e, apds introducdo da TEA, agua destilada foi introduzida no
meio reacional para interromper a rea¢ao, bem como eliminar o sal cloreto de trietilaménio por

extragcdo com CH2Clo.

Cl

o
_0O: o 9 e cloro-dimetilssulfonio
gt \,g < , \S+/O No » . g +/ CI COxg
| | Y CI\Jl é+ +
Cl Cl cl 19\ "
‘OH
£
1 1

HC._ .0 R »/\ 4 R _
EtzN° H
SCHYg + o—< P AR, LU @
HC H H

ion alcoxissulfonico

R

Esquema 41

importante destacar que a utilizacdo de alcoois e bases (geralmente aminas)
relativamente volumosos contribui para alcancar rendimentos mais elevados das estruturas
carboniladas. Isso ocorre uma vez que o impedimento estérico gerado faz com que a agdo da
amina se dé basicamente pela desprotonacdo do grupo metila do ion alcoxisulfénico, levando a
geracdo do aldeido/cetona (via “a”), em detrimento de um ataque nucleofilico por parte do
nitrogénio aminico ao atomo de enxofre do ion alcoxisulfonico (via “b”’), que determinaria a
formacdo do éter alquilmetiltiometil juntamente com a reconstituicdo do alcool original
(OMURA; SWERN, 1978) (esquema 42). Outra explicacdo para a a¢do basica da amina em
comparagao a um possivel comportamento nucleofilico reside no fato de que tanto o nitrogénio
da TEA quanto o préton da metila sdo base e acido duros, respectivamente, o que favorece sua
interacdo, diferentemente da menos provavel acdo do nucleofilo duro nitrogénio sobre o

eletréfilo mole enxofre.
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aldeido/cetona
— 1
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Yo R N
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Esquema 42

Como esperado, ja que tanto o alcool isoxazolinico quanto a base empregada (TEA)
possuem suficiente grau de impedimento estérico, apds purificacdo por cromatografia em
coluna de silica gel, os aldeidos foram obtidos em rendimentos proximos ao que indica a

literatura, de 92,3% e 78,1% quando R* = cloro ou flGor, respectivamente.

5.1.3 Sintese das tiossemicarbazonas derivadas do heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-
b]pirrolidinico

5.1.3.1 Sintese das tiossemicarbazidas substituidas 92

R NH NH
\ CH.CL, HZN/ T "R R = p-metoxifenil; p-etilfenil;
N=Cc=S -+ H,N—NH, temperatura ambiente 4w p-metilfenil; 3-piridil; o-naftil.
Esquema 43

A obtencdo das tiossemicarbazidas foi alcangada conforme metodologia apresentada no
trabalho de De Oliveira et al (2015). Varios isotiocianatos substituidos reagiram com hidrato
de hidrazina, em diclorometano como solvente, a temperatura ambiente, sob agitacao.

As tiossemicarbazidas substituidas 92, devido a sua nucleofilia, foram empregadas na
condensacdo com os aldeidos isoxazolinicos aza-biciclicos para formar suas respectivas

tiossemicarbazonas.
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5.1.3.2 Condensacdo entre os aldeidos isoxazolinicos e tiossemicarbazidas substituidas (Sintese

das tiossemicarbazonas 90)

\\ NH
O
= / 2
HN
\N
\/N /
@) HZN_NH HCI, etanol N
N —S > -
+ temperatura \O
> RZ_NH ambiente
O 92
N
89 1 R1
R 920 /

Esquema 44

Tendo em méos os aldeidos isoxazolinicos 89, estes foram submetidos a pretendida
condensagdo com tiossemicarbazidas substituidas 92, previamente preparadas, para gerar as
respectivas tiossemicarbazonas substituidas em N-4 90. A reacdo deu-se em etanol, a
temperatura ambiente e utilizando quantidade catalitica (duas gotas) de acido cloridrico
concentrado.

Para execucdo desta etapa, foram utilizadas tiossemicarbazidas onde R? = p-metilfenil,
p-etilfenil, p-metoxifenil, 3-piridil e a-naftil, levando a producdo das inéditas
tiossemicarbazonas de interesse, conforme evidenciado por andlise em cromatografia de
camada delgada, que foram purificadas por sucessivas lavagens em etanol (intercaladas por
centrifugagdes). Como esperado, bons a excelentes rendimentos foram alcangados (Tabela 01)
(ARACINBIA et al, 2014; XIE et al, 2016).

Tabela 01 — Rendimentos das tiossemicarbazonas isoxazolinicas aza-biciclicas

Cddigo da molécula Padrao de substituicao Rendimento
902 R!=Cl|R?=0OCHs 71,88%
90b R!=Cl|R?=CH.CH;s 52,53%
90c R!=CI|R?=CHjs 70,86%

90d RL = CI | R2 = 3-piridil 68,54%
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90e R! = ClI | R? = a-naftil 74,02%
90f R! = F| R? = 3-piridil 79,45%
90g R! = F | R? = a-naftil 84,08%

Embora outras tiossemicarbazidas substituidas (onde R? = p-fltiorfenil, p-clorofenil, p-
bromofenil, alil e feniletil) tenham sido igualmente empregadas, ocasionando a formagao dos
respectivos produtos tiossemicarbazonicos, estes ndo puderam ser purificados pelos métodos
convencionais (cristalizacdo, cromatografia em coluna de silica gel, placa preparativa), razao
pela qual ndo foi possivel trata-los aqui.

Como consequéncia, sete novas moléculas foram devidamente caracterizadas por
analises espectroscopicas de RMN *H e °C, infravermelho e espectrometria de massas.

Na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H, o surgimento de trés
singletos nos deslocamentos quimicos em 12,62 ppm (1H, N-NH), 10,62 ppm (1H, C-NH-Ar)*
e 8,1 ppm (1H, H-C=N) foram diagnoésticos para a comprovacdo da formacdo da porgédo
tiossemicarbazona. Além disso, a constatacédo de sinais amplos e duplicados em 6,3 € 6,78 ppm
(1H, H%) e em 3,08 e 3,44 ppm (1H, H®®) sdo indicios da presenca de rotameros, conforme
discutido anteriormente (se¢do 5.1.1.5), atestando a presenca do nucleo isoxazolinico aza-
biciclico (espectro de RMN H, “figura 28”; atribuicdo dos sinais, “figura 29, ambos para a

molécula 90d).

34 Neste caso particular, os deslocamentos quimicos dos referidos hidrogénios foram encontrados acima da
média para as outras tiossemicarbazonas. Certamente isso ocorreu devido a influéncia do nitrogénio
eletronegativo no anel piridinico.



62

Natanael/Ant” 'nio Rodolfo
Zmostra LASOF NB 4 3 piridil *
Solicitacao N. N0729_7

Data 05.08.15_UFPE

Sample NMame:
nN0729_7
Data Collected on:
Agilent300-vnmrs300
Archive directory:
/home/vamrl/vimrsys/data/RMN_2013/agosto
Sample directory:
PSTmMASW _calib_20131010 01
FidFile: PROTON

Pulse Sequence: PROTON (£2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Aug 5 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 1.704 sec

width (4807.7 Hz

16 repetitions

OBSERVE ~HI1, 299.9456792 Mz

DATA PROCESSING

FT size 16384 ‘
Total tfime 0 min 43 sec

J | '}k’ ‘
S ¥ —
L JL J( JU N J | | f A IML

! s
Ne R | | S A /A N A W VA W

L L L L B L L L L L L L N B R R R R R
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
e i I Ll S ] (1S TR iz [E—} [
5.72 6.56 6.21 23.03 4.02 3.99 2.63
5.85 12.10 6.19 5.83 5.82 12.04

‘AL&\,Q U Loio
£4¢ Abene Silva Ribeiro
2y Central A DOF

L)
R Téonica de Lanor

Figura 28

2,22e2,38

H 6.3 (!_6|,78
e cl
3,08 e 3,44 4|’—1| /

O %F”J

7,6e7,68
Figura 29



63

Na reacdo de condensacdo entre aldeidos/cetonas e tiossemicarbazidas, a geragdo de
produtos de orientacdo E/Z em torno da dupla ligacdo da imina (C=N) é possivel. Entretanto,
tendo por base os dados oriundos da espectroscopia de RMN de *H para os compostos testados,
estes sugerem a ocorréncia de um Unico isdbmero formado. Isto pode ser deduzido a partir da
constatacdo de que os sinais referentes ao hidrogénio ligado ao grupo iminico (HC=N) aparece
em Unico singleto, ao invés de sinais duplicados como quando uma mistura de isémeros E/Z
esta presente (ESPINDOLA et al, 2015). Além disso, os deslocamentos quimicos em torno de
8,1 ppm para este mesmo hidrogénio sdo indicio de isomeria E, o qual costuma estar mais
blindado do que em seu isdmero Z (CARDOSO et al, 2014; CANEVA et al, 2015).

Da mesma forma, os espectros de RMN *3C revelaram a existéncia de sinais em 43,8
ppm, 50,1 ppm, 95 ppm e 158 ppm, que constataram a presenca do heterobiciclo isoxazolinico;
ao passo que os picos em 135 ppm e 176,5 ppm evidenciaram a formacdo da porcao
tiossemicarbazona (espectro de RMN *C, “figura 30”; atribui¢io dos sinais, “figura 317, ambos

para a meolécula 90d).
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A espectroscopia de infravermelho revelou dados que contribuiram na determinacéo das
fungdes organicas presentes nas moléculas. A faixa de absor¢do para as aminas (N-H) das
tiossemicarbazonas, bem como para a porcdo aromatica (H-C), variaram de 3190 a 3459 cm*
(deformacdo axial), enquanto as bandas em 1612 a 1655 foram refentes a azometina (ligacdo
C=N) (LI et al 2010). A absor¢&o na regifo de 1178 cm™ sinalizou a ocorréncia de tiocarbonila
(estiramento C=S) na estrutura (HAMEED et al, 2015), que foi confirmada pelo surgimento de
uma banda média a forte em 1500-1540 cm™ (como consequéncia da associacdo das
deformacGes axiais de S=C e C—N) (figura 32).
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Todavia, € necessario registrar que o estiramento C=S no espectro de infravermelho
costuma ser apresentado de modo demasiadamente heterogéneo pelos autores. Gragas as
interagcOes entre os alongamentos das ligagdes C=S e C—N, a atribui¢do da tiocarbonila pode
dar-se em uma ampla regi&o que vai desde 1563 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2006), passando por valores intermediarios como 1080 cm™ (THANH et al, 2015), até ser
manifesto em nimeros mais baixos na faixa de 833-875 cm™ (RIGOLINO et al, 2015;
PRABHU; PAL, 2015), o que torna sua determinag@o notoriamente dificil.

De todo modo, a ocorréncia simultanea de bandas médias a fortes em 831-844 cm™ para
todos os espectros reforca a evidéncia quanto a presenca desta fungdo organica nas moléculas
analisadas.

Nesse sentido, contudo, vale destacar uma peculiaridade apresentada nos espectros de
infravermelho para 90d e 90f: ambos os compostos passaram a exibir uma banda larga de
absorc¢do por volta de 2587 cm™, 0 que caracteriza a presenca de “tiol” (S-H) (DE OLIVEIRA
et al, 2015). Tal constatacdo sugere a existéncia de tautomerismo tiona-tiol, exclusivamente
para estas tiossemicarbazonas contendo um anel piridinico em N-4 (figura 33).

35 Os destaques em azul, roxo, verde e vermelho correspondem, respectivamente, as deformacdes axiais e
angulares das aminas e hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, ao estiramento de C=S e as interacfes de
deformagdes axiais de S=C e C—N, para a molécula 90a.
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Ademais, a fim de complementar a elucidagdo estrutural das moléculas, através da
espectrometria de massas foi possivel verificar o surgimento dos picos referentes aos
respectivos ions moleculares numa razdo massa/carga (m/z) proxima aos valores das massas
moleculares exatas dos compostos estudados. Em relacédo a 90d, a razdo “m/z” atribuida ao ion
molecular foi 428,912, enquanto sua massa exata calculada é de 428,8952. Tal resultado
demonstrou, sem margem para davidas, que o composto efetivamente obtido foi aquele

premeditado (figura 34).
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3 As bandas de absorgdo com os destaques nas cores azul, roxo, marrom e vermelho correspondem,
respectivamente, as deformagdes axial e angular das aminas, e aos estiramentos S—H e S=C-N, para 0 composto
90d.
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5.2 AMBITO BIOLOGICO

5.2.1 Teste citotéxico

O perfil citotéxico de seis das sete moléculas obtidas (com excecdo de 90c) foi
determinado a partir de metodologia para estudo de viabilidade celular, conforme emprego de
ensaio colorimétrico utilizando MTT (MOSMANN, 1983; ALLEN et al, 1988). O MTT ¢
empregado como indicador de viabilidade celular, uma vez que € convertido na mitocéndria de
células vivas e/ou ativas a formazana, produto cuja absorbancia pode ser mensurada por meio
de espectrometro, utilizando um comprimento de onda de 560 nm.

Sobre a linha de células tumorais NCI-H292, 90b exibiu maior atividade (40,7% de
inibicdo do crescimento celular) em comparacdo com as demais moléculas sintetizadas. Nesse
sentido, 90f e 90e, segunda e terceira com os melhores resultados, apresentaram inibigcdes de
crescimento neoplésico de apenas 25,2% e 21,6%, respectivamente.

Em relacdo a toxicidade sobre a linhagem HT-29, todos os compostos estudados
apresentaram resultados irrelevantes quanto a capacidade de limitar a proliferacéo deste tipo de
células neoplésicas malignas. De modo analogo, a acdo sobre HEp-2 também mostrou ser
infrutifera, onde os melhores resultados de inibicdo do crescimento celular foram de 26,9 % e
25,8% para 90d e 90b, sequencialmente.

Outrossim, os melhores desempenhos frente a linha MCF-7 igualmente mostraram estar
demasiadamente aquém do desejado, em que as melhores performances obtidas foram o0s
percentuais de inibi¢do de crescimento de 26,5% e 25,4% para os compostos 90d e 90g, nesta
ordem.

Por fim, a partir da avaliacdo da citotoxicidade das moléculas sobre HL-60, os melhores
resultados da triagem foram alcancados, destacando as inibi¢oes de 53,0%, 46,2% e 45,8% para

90qg, 90b e 90d, respectivamente (grafico 01).
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Contudo, uma vez que mesmo 0S compostos mais ativos 90b, 90d e 90g nédo

apresentaram resultados satisfatorios no geral, a partir do critério de classificagdo quanto ao
perfil citotoxico proposto por Rodrigues et al (2014), os produtos avaliados puderam ser ditos
ndo possuirem agdo citotoxica contra as linhas de células tumorais aqui empregadas.

Nesse contexto, a despeito da constatacdo de ineficiéncia das tiossemicarbazonas
isoxazolinicas aza-biciclicas aqui testadas, no que diz respeito a células neoplasicas malignas,
um estudo complementar de sua toxicidade sobre células normais pode consistir num
importante indicativo. Isso porque, no proximo estudo para avaliacdo de seu perfil
antichagéasico, casos as moléculas sejam ativas contra o parasito Trypanosoma cruzi mas
apresentem baixa toxicidade contra as células do hospedeiro, elas poderdo servir de protétipo
para 0 desenvolvimento de candidatos a farmacos a serem utilizados no tratamento da doenca

de Chagas, além de possibilitar o desenvolvimento do estudo da relacdo estrutura-atividade.
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6. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 AMBITO QUIMICO

Vaérias das reacOes aqui executadas foram anidras, necessitando de condicBes especiais
em relacdo a secagem de solventes e vidrarias. Estas foram: as sinteses das
enamidas/enacarbamato endociclicos, cicloadicdo 1,3-dipolar, N-benzoilacdo, reducdo da
porcdo éster a alcool e a oxidagdo branda de Swern. Os demais procedimentos foram
implementados ou em fase aquosa ou em solvente organico que ndo precisasse estar isento de
umidade.

Quanto a secagem dos solventes, tal deu-se da seguinte maneira: THF foi seco através
de sddio metélico, tendo benzofenona como indicador; CHCIs foi deixado em repouso na
presenca de CaCly; CH2Cl, foi tratado com CaH; e metanol foi deixado sob acdo de
magnésio/iodo metéalicos. Por sua vez, TEA foi tratada com CaHa. Tanto os solventes quanto a
referida base organica foram destilados imediatamente antes de seu uso.

Condic&o particular foi a do DMSO, deixado na presenca de peneira molecular de 4 A
de didmetro, sendo esta previamente seca em estufa para eliminacao de agua. Do mesmo modo,
as vidrarias empregadas nas reacOes anidras foram também submetidas a tratamento com calor
seco (estufa).

As reacOes para produgdo das enamidas/enecarbamato endociclicos foram executadas
em aparelhos de ultrassom UNIQUE® USC 1400-A, numa frequéncia de 40 KHz, com seletor
de temperatura ativo (~ 60 °C).

Para execucdo das colunas cromatograficas foram utilizados silica gel 60 (230-400
mesh) e sistemas de solventes destilados (hexano, acetato), como fases estacionaria e movel,
respectivamente. Em alguns casos, isopropanol PA foi utilizado em concomitancia ao hexano.

As cromatografias em camada delgada foram efetuadas em laminas de aluminio
contendo silica com revelador fluorescente para comprimento de onda de 254 nm (ultravioleta),
sendo a espessura da camada silica/revelador de 2 mm. Dependendo da necessidade, revelacdes
com vapores de iodo também foram implementadas.

Os pontos de fusdo foram determinados usando o aparato FISATON® 431 D, a partir
das amostras previamente secas em alto vacuo (o mesmo procedimento de secagem das

amostras para a execucao das espectroscopias).
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Em relacdo as analises espectroscépicas, os espectros de infravermelho foram obtidos a
por meio de aparelho Perkin EImer® (Spectrum 400), portando dispositivo de reflectancia total
atenuada, com cristal de seleneto de zinco. Os resultados foram expressos como “cm™”.

As ressonancias magnéticas nucleares foram realizadas em um equipamento Varian
Unity Plus®, de 300 MHz, tendo TMS como padréo interno. Os solventes usados para as
anélises foram CDCI; ou DMSO-D6. Os deslocamentos quimicos evidenciados foram dados
em ppm (parte por milhdo). Para expor o modo como se apresentaram os sinais, aplicaram-se
as seguintes letras: “s” (singleto), “d” (dubleto), “dl” (dubleto largo), “t” (tripleto), “t]” (tripleto
largo), “q” (quarteto), “dd” (duplo dubleto”, “dt” (duplo tripleto), “ddl” (duplo dubleto largo),
“m” (multipleto), “ml” (multipleto largo), “sI” (sinal largo), dependendo da existéncia e tipo de
acoplamento (onde “J” € a constante de acoplamento) entre os nicleos em questdo, o qual ¢
dado na unidade Hz (Hertz).

As espectrometrias de massas foram obtidas através de um equipamento MALDI-TOF
Autoflex Ill, empregando o critério M+1. Os resultados foram dados em um gréfico da
intensidade (eixo das ordenadas) versus a relacdo massa/carga (eixo das abcissas) dos

fragmentos idnicos detectados.
6.1.1 Sintese racémica do heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidinico

6.1.1.1 Sintese do trimero da 1-pirrolina 82

NaOH, AgNO,

Na,S,04
—_—
0°C temperatura
ambiente

I3 Z\

[

Um baldo contendo pirrolidina comercial 81 (5,8 mL; 72 mmol) foi submetido ao banho
de gelo ao qual, apds estabilizagdo da temperatura proximo a 0 °C, foram adicionadas as
solucdes aquosas de NaOH (5,74 g; 143 mmol) e AgNOs (0,059 g; 0,325 mmol), nesta

sequéncia, sob intensa agitacdo. Em seguida, uma solucdo aquosa de Na>S;Os (16,9066 g; 72
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mmol) foi gradualmente gotejada no meio reacional. Apds adi¢do da solucdo de Na»S:0s, a
reacdo permaneceu sob agitacdo durante uma hora em banho de gelo e, depois, duas horas a
temperatura ambiente.

Concluida a reacdo, o trimero bruto 82 foi extraido da fase aquosa por CH,Cl; (funil de
separacdo), sendo seco em NaSOs anidro e filtrado a vacuo (funil de vidro sinterizado). O
solvente organico foi removido por evaporacdo, a partir de pressdo negativa (evaporador
rotarorio).

O produto foi pesado, levando a obtencdo de massa bruta igual a 3,7702 g, que foi usada

na reagao seguinte.

Propriedade fisica:

- Oleo amarelado

Dados espectroscépicos®’:
RMN de H (CDClIs, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente).

(parte do mondmero estava no meio, gracgas ao equilibrio)
1,27 (m); 2,28 (m); 2,50 (m); 2,99 (m); 3,82 (m); 7,59 (5).

6.1.1.2 Sintese do N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 83 (enecarbamato endociclico)

Q cloformato de benzzila, TEA N
N N THF )\
/‘:> = ultrassom, A N/ O/ o)
83

Uma porcao de trimero bruto 82 (1,5 g) foi pesada em um bal&o, ao qual foi adicionado
0 solvente THF (47 mL), sendo submetido a sonicacdo, sob aquecimento (~ 60°C), para

iniciacdo da detrimerizacdo do monémero 1-pirrolina 93. Ap6s 30 minutos, TEA (3,0 mL, 25,25

37 Os dados espectroscopicos aqui apresentados, com excecdo daqueles relacionados as tiossemicarbazonas
isoxazolinicas aza-biciclicas, sdo provenientes de trabalhos anteriores do grupo de pesquisa.
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mmol) foi adicionada via seringa ao baldo. Transcorrido mais 30 minutos, foi iniciado o
gotejamento da solucdo etérea do CBZ (3,1 mL; 22,94 mmol dissolvidos em 6 mL de THF),
por cerca de 40 minutos. Apés 1 hora e 40 minutos, uma CCD (acetato de etila/hexano — 2:8)
determinou o encerramento da reagéo.

O produto bruto foi filtrado a vacuo (funil de vidro sinterizado) e o solvente evaporado
a pressao negativa (evaporador rotatorio). A execucdo de coluna cromatografica de silica gel,
tendo como sistema de eluicdo acetato de etila’hexano (1:9), possibilitou a obtencdo do

enecarbamato endociclico 83 puro, em um rendimento de 11,95 %.

Propriedades fisicas:

- Oleo incolor
- Rf = 0,26 (acetato de etila/hexano, 1:9)

Dados espectroscopicos:

RMN de H (CDClIs, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
2,64 (ql; J=9,7Hz; 2H); 3,77 (g; J = 9,1 Hz; 2H); 5,02 € 5,07 (m; 1H, rotameros); 5,17 (s; 2H);
6,54 e 6,63 (m; 1H, rotameros); 7,35 (m; 5H).

1.V. (filme, cm™), principais sinais.

3.032, 2.956, 1.706, 1.422, 1.342, 1.214, 1.128, 756, 698.

6.1.1.3 Sintese do N-(4-clorobenzoil)-2-pirrolina (enamida endociclica p-cloro 84a)

cloreto de benzoila, TEA N

THF
uItrassom A

z@
@)
\

Cl

Ao baldo contendo o trimero bruto 82 (2,8970 g), foram adicionados o solvente THF
(144,85 mL) e TEA (2,89 mL; 20,74 mmol), iniciando a sonicacdo e aquecimento (~ 60°C).

Apo6s 30 minutos, passou a ser gotejado cloreto de 4-clorobenzoila (3,18 mL; 24,79 mmol)
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durante 25 minutos. Duas horas depois da adi¢do do cloreto de 4-clorobenzoila, uma CCD
(acetato de etila/hexano — 3:7) revelou o fim da sintese da enamida p-cloro 84a.

O meio reacional foi filtrado a vacuo (funil de vidro sinterizado), sendo o solvente
removido por pressdo negativa (evaporador rotatdrio). A realizacdo de coluna cromatografica
de silica gel (tendo por sistema de eluicdo acetato de etila’lhexano — 2:8) forneceu um

precipitado levemente amarelado, em rendimento de 17,63%%*

Propriedade fisica;

- Solido levemente amarelado.

6.1.1.4 Sintese do N-(4-fluorobenzoil)-2-pirrolina (enamida endociclica p-flior 84b)

cloreto de benzoila, TEA N

THF
uItrassom A

Z@
o
\

A reacdo foi executada analogamente ao procedimento exposto na secao anterior 6.1.3.

Trimero bruto 82 (4,2262 g), cloreto de 4-fluorbenzoila (4,58 mL; 38,76 mmol), TEA
(4,22; 30,28 mmol) e THF (140 mL)*.

A purificacdo por coluna cromatogréfica de silica gel proporcionou um sélido branco
84b em 21,54% de rendimento.

Propriedades fisicas:

- Cristais brancos que fundem por volta de 27 °C
- Rf = 0,42 (acetato de etila/hexano — 1:1)

38 As proporcdes expostas dos reagentes foram aquelas calculadas. Foi feita uma leve aproximacéo das
quantidades de cada um deles, sendo, no final: 3,2 mL de cloreto de 4-clorobenzoila; 3,0 mL de TEA e 145 mL
de THF.

39 A quantidade de cloreto de 4-fluorobenzoila disponivel era insuficiente, razéo pela qual apenas 2,9 mL foram
utilizados.
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Dados espectroscopicos:

RMN de H (CDClIs, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
2,68 (m; 2H); 3,98 (tl; J = 8,7 Hz; 2H; rotamero em 3,79); 5,19 (m; 1H; rotdmero em 5,36);
6,40 (m; 1H); 7,07 (m; 2H); 7,50 (m; 2H).

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

28,2 (CHy); 45,67 (CHy); 112,0 (CH); 115,4 (d: J = 21,7 Hz; CH); 129,9 (d; J = 8,7 Hz; CH);
130,3 (CH); 131,8 (C); 163,6 (d; J = 248 Hz; C); 165,7 (C=0).

I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3.124, 3.078, 3.055, 2.966, 2.926, 2.898, 2.865, 1.606, 1.508, 1.469; 1.428, 1.368, 1.289, 1.220,
1.153, 1.095, 847, 733, 567.

6.1.1.5 Sintese do clorooximinoacetato de etila 10 (precursor do 1,3-dipolo CEFNO)

O NaNO,, HCI O
91 [ H,0 0 | N
/\o/\/NH2 T /\O/\(/ \OH
Cl

Uma solucéo aquosa de glicina esterificada 91 (20 g; 224,48 mmol) foi preparada em
um baldo, sendo arrefecida por banho de gelo préximo a 0 °C, altura em que foi inserido HCI
concentrado (12,39 mL; 143,56 mmol). Em seguida, foi gotejada uma solucdo aquosa de
NaNO:> (10 g; 143,13 mmol em 30 mL de agua) no meio reacional. Apds isso, outra metade de
HCI (12,39 mL,; 143,56 mmol) foi introduzida no baldo, ao qual foi adicionada a segunda parte
da solucéo de NaNO> (10 g; 143,13 mmol em 30 mL de &gua), por gotejamento.

Concluida esta etapa, o clorooximinoacetato de etila 10 foi separado da fase aquosa
através de extracdo com CH:Cl,, fase organica posteriormente seca com NaSO4 anidro, filtrada
a vacuo (funil de vidro sinterizado) e evaporada em pressdo negativa (evaporador rotatério). Os
cristais do produto formados foram recristalizados em hexano gelado, levando a um rendimento
de 64,51%.

Propriedade fisica:

- Ponto de fusdo em 80 °C, segundo literatura.
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6.1.1.6 Sintese do éster 6-benzil-3-etil do é&cido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolopirrolo[3,2-

d]isoxazol-3,6-dicarboxilico 85 (cicloaduto do enecarbamato — cicloadi¢do 1,3-dipolar)

COOEt

AN

{ \5 COOEt { \§
cloroximinoacetato de etila

N
N TEA, THF | |
.

>

/
(0]
N
/l\ + /k ; )\
temperatura N = (e} (o)
O/ O ambiente |, i 0 o
83 (@] 83 85

Ao baléo contendo enecarbamato endociclico 83 (0,8171 g; 4,02 mmol) solubilizado em
THF (10,3 mL), foi agregada TEA (1,53mL; 10,97 mmol), sob agita¢do. 15 minutos depois, foi
lentamente gotejada solugéo etérea do precursor clorooximinoacetato de etila 10 (0,76 g; 5,01
mmol em 20,5 mL de THF), em excesso. A reacdo foi processada a temperatura ambiente.

Ap0os confirmacdo da formacdo do produto 85, atraves de CCD (acetato de etila/hexano
— 3:7), o produto bruto foi filtrado a vacuo (funil de vidro sinterizado), tendo sido o solvente
removido sob pressao negativa (evaporador rotatdrio).

A purificacdo por coluna cromatografica em silica gel forneceu um 6leo levemente

amarelado, em um rendimento de 61,57%*.

Propriedade fisica;

- Oleo levemente amarelado
- Rf = 0,47 (acetato de etila/hexano —1:1)

Dados espectroscopicos:

RMN de 'H (CDCls, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
1,37 (t; J = 7,2 Hz; 3H); 2,23 (m; 2H); 3,18 (dt; J = 11,1 Hz; J = 6,3; 1H); 3,84 (m; 1H); 4,08
(m; 1H); 4,36 (m; 2H); 5,2 (m; 2H); 6,42 e 6,53 (d; J = 7,5 Hz; 1H; rotameros); 7,36 (m; 5H).

40 Um excesso do precursor cloroxominiacetato de etila e TEA (4,74 mmol e 10,5 mmol adicionais,
respectivamente) levou a um rendimento de 82,10%.
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6.1.1.7 Sintese do éster etilico do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carboxilico 87a (cicloaduto da enamida p-cloro)

COOEt
NN
[ \\ COOEt [\ d
cloroximinoacetato de etila
N N N
TEA, THF | |
> + + e /
% temperatura N =
O/ ambiente | 1 o 0o
84a (@] 84a 87a
Cl Cl

Cl

O procedimento nesta etapa foi semelhante aquele exposto na se¢do anterior 6.1.6, com
a distincdo de que, ao invés de enecarbamato endociclico foi utilizada a enamida p-cloro 84a.

Enamida p-Cl (1,0916 g; 5,52 mmol em 26,76 mL de THF), clorooximinoacetato de
etila 10 (0,859 g; 5,66 mmol em 5,16 mL de THF), TEA (1 mL; 7,17 mmol)*.

O isolamento do produto através de coluna cromatografica de silica gel (acetato/hexano

— 4:6) apresentou um rendimento de 69,56%.

Propriedades fisicas:

- Solido levemente amarelado
- Rf = 0,38 (acetato de etila/hexano —1:1)
- Ponto de fusdo: 63-65 °C

Dados espectroscOpicos:

RMN de H (CDClIs, 8, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
1,36 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,37 (ddl; J = 5,9 Hz; J = 12,9 Hz; 1H); 3,17 (sl; 1H);
4,07 (m; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,16 (sl; 1H, rotdmero em 6,97); 7,4 (dl; J = 8,4 Hz; 2H); 7,6 (ml;
2H).

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

14,0 (CHs); 27,8 (CH.); 43,5 (CH2); 51,1 (CH); 62,3 (CH>); 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).

41 Um excesso de 2,29 mmol do precursor clorooximinoacetato de etila foi empregado.
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I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.
2.985, 1.724, 1.650, 1.591, 1.408, 1.270, 1.180, 1.132, 1.015, 931, 836, 756.

6.1.1.8 Sintese do éster etilico do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 87b (cicloaduto da enamida p-fltor)

COOEt

NN
/

[ \\ COOEt ( \5 o
cloroximinoacetato de etila
N TEA, THF |‘| N N
> + + _ —_—
o W I u O/KCK )\Q
84b o} 84b 84b
F F

A reacgéo seguiu curso semelhante daquele apresentado na se¢éo 6.1.6, com a diferenca

que, neste caso, a enamida p-flior 84b substituiu o enecarbamato endociclico.

Enamida p-fluor (1,0111 g; 5,288 mmol em 17,23 mL de THF), clorooximinoacetato de
etila 10 (0,8884 g; 5,8627 mmol em 6,4 mL de THF), TEA (0,91 mL; 6,52 mmol)*.

Apos purificacdo por coluna cromatografica de silica gel (acetato de etila’hexano — 3:7)

o cicloaduto foi obtido num rendimento de 106,36%.

Propriedades fisicas:

- Solido branco
- Rf = 0,39 (acetato de etila’/hexano — 1:1)
- Ponto de fusdo: 74 °C

Dados espectroscopicos:

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
1,38 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 2,22 (m; 1H); 2,40 (dd; J = 6,0 Hz; J = 13,5 Hz; 1H); 3,20 (m; 1H);
4,12 (t; J = 8,0 Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl; 2H).

42 Uma vez que CCD revelou que uma fragdo da enamida p-flior permanecia inalterada nas quantidades
referidas dos reagentes, proporcdes excedentes foram aplicadas para seu consumo: 2,9313 mmol de
clorooximinoacetato de etila (em 3,2 mL de THF) e 4,22 mmol de TEA.
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RMN de 3C (CDCls, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

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

I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3.030, 2.986, 2.860, 1.721, 1.652, 1.600, 1.509, 1.408, 1.270, 1.131, 931, 853.

6.1.2 Sintese dos aldeidos derivados do heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidinico

6.1.2.1 Sintese do éster do &cido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 86

(desprotecéo do nitrogénio do enecarbamato)

COOEt

Pd/C, metanol
N e

temperatura
— ambiente N
@] (@] H
83 86

Para a execucdo da hidrogenolise, a um baldo contendo o cicloaduto do enecarbamato

O\Z/

83 (1,2812 g; 4,02 mmol) foi adicionado metanol PA (93,2 mL), sob agitacdo, solubilizando
completamente o reagente. Em seguida, foram inseridas quantidades cataliticas de Pd/C (35
mg), sendo entdo o baldo acoplado a um sistema para borbulhamento de hidrogénio molecular
(via seringa).

Apos cerca de uma hora sob borbulhamento do referido gas, uma CCD da reacao
confirmou o total consumo do cicloaduto do enecarbamato, caracterizando o fim da sintese do
cicloaduto desprotegido 86.

A mistura reacional foi filtrada a vacuo (funil de vidro sinterizado, portando uma
camada do agente filtrante celite) e o solvente foi removido sob pressao negativa (evaporador

rotatorio).
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O rendimento da reacédo foi 88,19%. N&o houve necessidade de método complementar

para purificacdo do produto.

Propriedades fisicas:

- Oleo incolor
- Rf = 0,2 (acetato de etila/hexano 3:7)

Dados espectroscépicos:

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente).

1,35 (t; J=6,0 Hz; 3H); 2,07 (m; 2H); 2,81 (ml; 2H); 3,12 (m; 1H); 3,87 (m; 1H); 4,32 (m; 2H);
6,07 (d; J = 6,9 Hz; 1H).

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

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

6.1.2.2 Sintese do éster etilico do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carboxilico 87a (acila¢do do nitrogénio N-7)

COOEt
COOEt AN N
/
cloreto de benzoila, TEA
NN CHCl, N ©
—_—
O temperatura
N ambiente O/
H
86 87a
Cl

Em posse do cicloaduto desprotegido 86, obtido no procedimento anterior, este foi
solubilizado em um baldo com a adicdo de CHCIs (84,8 mL). Logo apo6s, sob intensa agitacéo,
foram adicionadas TEA (0,48 mL; 3,42 mmol) e, por gotejamento, a solugéo organica do cloreto
de 4-clorobenzoila (0,43 mL; 3,45 mmol em CHCl3).

Dez minutos ap0ds a adicdo do agente acilante cloreto de 4-clorobenzoila, uma CCD
(acetato de etila/hexano — 4:6) indicou a formacdo do cicloaduto N-acilado 87a, que foi
confirmada por outra preparada uma hora ap6s a adi¢ao deste.
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O isolamento do produto mediante emprego de coluna cromatogréfica de silica gel
proporcionou um rendimento de 48,14%%,

Propriedades fisicas:

- Solido levemente amarelado
- Rf = 0,38 (acetato de etila’hexano — 1:1)
- Ponto de fusdo: 63-65 °C

Dados espectroscopicos:

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
1,36 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,37 (ddl; J =5,9 Hz; J = 12,9 Hz; 1H); 3,17 (sl; 1H);
4,07 (m; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,16 (sl; 1H, rotdmero em 6,97); 7,4 (dl; J = 8,4 Hz; 2H); 7,6 (ml;
2H).

RMN de 3C (CDCls, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

14,0 (CH3); 27,8 (CHy); 43,5 (CHy); 51,1 (CH); 62,3 (CH>); 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).

I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

2.985, 1.724, 1.650, 1.591, 1.408, 1.270, 1.180, 1.132, 1.015, 931, 836, 756.

6.1.2.3 Sintese do alcool (4-clorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-6-il-metanona 88a (sintese do &lcool isoxazolinico p-cloro)

COOEt OH
NN
/ SN

o /

N NaBH,, metanol o
> N

% 1.0°C _
@) 2. temperatura ambiente —
87 O/
87a

88

Cl
Cl

43 Quando um excesso de cloreto de 4-clorobenzoila (7,64 mmol) e TEA (8,14 mmol) foi implementado, o
procedimento alcangou um rendimento de 81,90% do produto.
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Ao baldo contendo o éster do cicloaduto p-cloro 87a (2,38 g¢; 7,37 mmol), foi
introduzido metanol previamente seco (218 mL) para solubilizacdo do reagente, sob agitacéo,
sendo a solucgéo esfriada por banho de gelo proximo a 0 °C. Estabilizada a temperatura, foram
inseridos cada um dos trés equivalentes de NaBH4 (849,044 mg no total, 283,0146 por
equivalente), sendo o intervalo entre eles de 5 minutos.

Uma hora apo6s a adicao do primeiro equivalente do agente redutor NaBH4, o banho de
gelo foi retirado, sendo a geracdo do produto monitorada por CCD (acetato de etila’hexano —
1:1).

Confirmado o fim da reacdo, o metanol foi removido por presséo negativa (evaporador
rotarério), e ao contetido remanescente foram juntados acetato de etila e &gua, a fim de proceder
a extracdo. A fase orgénica foi seca com NaSO4 anidro, teve o solvente evaporado a pressao
negativa e, apds execucdo de coluna cromatografica de silica gel, rendeu 79,78% do alcool

isoxazolinico 88a desejado**.

Propriedades fisicas:

- Oleo levemente amarelado
- Rf = 0,11 (acetato de etila’hexano —1:1)

Dados espectroscopicos:

RMN de H (CDClIs, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de rotameros.
2,00-2,20 (m; 1H); 2,30 (dd, 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 Hz; 1H); 5,97 (d; J = 7,0 Hz; 1H) rotamero em 6,72; 7,40 (d; J = 8,1;
2H); 7,64 (dI; J = 8,0 Hz; 2H).

RMN de *C (CDClIs, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

26,7 (CH2); 43,4 (CH,) rotamero em 47; 52,6 (CH); 56,8 (CH>) 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).

I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3.508, 3.080, 2.970, 1.632, 1.505, 1.420, 1.215, 848.

44 Quantidades adicionais de seis equivalentes, necessarios para total consumo do reagente éster metilico,
intermediario formado durante a reacdo, ocasionaram um aumento no rendimento para 84,13%.



82

6.1.2.4 Sintese do alcool (4-fluorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-6-il-metanona 88b (sintese do alcool isoxazolinico p-fltor)

COOEt OH
NN
/ SN

o) /

N NaBH,, metanol o
> N

% 1.0°C .
@) 2. temperatura ambiente —
o™
87b
88b

Procedimento semelhante aquele descrito na sec¢éo anterior 6.1.11.

Ester do cicloaduto p-fltior 87b (1,7127 g; 5,59 mmol), NaBH4 (643,3 mg no total, 211,4
mg para cada um dos trés equivalentes); metanol (164,9 mL)*.

ApOs extracdo com acetato de etila/agua e purificagdo em coluna cromatografica de
silica gel, o produto 88b foi obtido em um rendimento de 87,46%.

Propriedades fisicas:

- Oleo incolor
- Rf = 0,10 (acetato de etila’hexano —1:1)

Dados espectroscopicos:

RMN de H (CDClIs, 8, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), 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).

RMN de 3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

25,9 (CH>) rotamero em 27,3 (CHy); 43,5 (CH2) rotamero em 47,4; 52,8 (CH) rotdmero em
50,8; 55,2 (CH2); 92,7 (CH) rotdmero em 90,1; 115,3 (d; J = 21 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).

45 para total consumo do éster metilico, intermediario na reagdo, trés equivalentes adicionais do agente redutor
NaBH,4 foram utilizados.
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I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.
3.506, 3.052, 2.970, 2.884, 1.639, 1.597, 1.500, 1.415, 1.210, 1.153, 845.

6.1.2.5 Sintese do 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-

carbaldeido 89a (sintese do aldeido isoxazolinico p-cloro)

OH e}

=
\N \N

/ DMSO0, C,CL,0,, TEA /

O CH,CI, O

N = N
-78°C
=
O o/
88a 89a
Cl Cl

A um baldo contendo C>Cl>0> (0,49 mL; 5,65 mmol) e CH.Cl, (9,57 mL), arrefecido a
aproximadamente -78 °C (banho de gelo seco/etanol), sob intensa agitagéo, foi adicionada a
solucdo de DMSO seco (0,77 mL; 10,89 mmol em 2,18 mL de CH2Cl). Dois minutos ap6s a
adicdo do DMSO, a solucédo do alcool isoxazolinico 88a (1,1627 g; 4,14 mmol em 2,6 mL de
CH2Cl>) passou a ser gotejada no meio reacional durante cinco minutos. Quinze minutos apos
a lenta adicdo do &lcool isoxazolinico, foi inserida na reagdo TEA (2,92 mL; 20,80 mmol),
mantendo a agitacdo e o banho de gelo por ainda cinco minutos. Concluido o tempo, adgua
destilada foi jogada dentro do baldo para interromper a reacéo.

Apos extracdo CH2Cla/agua, a fase orgénica foi seca em NaSO, anidro, filtrada a vacuo
(funil sinterizado) e removida em pressdo negativa (evaporador rotatorio). Uma CCD (acetato
de etila’/hexano — 4:6) confirmou a formagao do produto 89a.

O isolamento do produto por cromatografia em coluna de silica gel rendeu 92,32%% de

um sélido levemente amarelado.

Propriedades fisicas:

46 Tendo por base uma reagdo prévia em que o rendimento obtido foi baixissimo (15,15%), neste procedimento
foram utilizados um excesso de 100 % para DMSO, C.Cl.0; e TEA.
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- Solido amorfo levemente amarelo
- Rf = 0,43 (acetato de etila/hexano — 2:3)
- Ponto de fusdo: 124 °C

Dados espectroscopicos:
RMN de H (DMSO-D6, &, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca 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; 1H)
rotdmero em 6,81; 7,61 (sl; 4H); 9,81 (s, 1H).

RMN de ¥C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

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

I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3.030, 2.980, 2.861, 1.650, 1.626, 1.580, 1.398, 1.250, 1.090, 915, 843.

6.1.2.6 Sintese do 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-

carbaldeido 89b (sintese do aldeido isoxazolinico p-fldor)

OH O

2
\N \N
/ DMSO, C,Cl,0,, TEA /
O CH,CI, O
N = N
-78°C
=
O o/
88b 89b
F F

Procedimento semelhante aquele exposto na sec¢ao anterior 6.1.2.5.



85

Alcool isoxazolinico p-fltor 88b (1,2824 g; 4,85 mmol em 3,0 mL de CH2Cl,), C2Cl,0
(0,51 mL; 5,95 mmol em 11,01 mL de CH2ClI,), DMSO (0,85 mL; 11,94 mmol em 2,50 mL de
CH.Cly), TEA (3,43 mL; mmol)*.

Apos extracdo CH.Clo/agua, secagem com NaSOs anidro, filtracdo (funil de vidro
sinterizado) e remocdo da fase organica (evaporador rotatdrio), a execucdo de coluna
cromatogréfica de silica gel possibilitou a obtencdo de um sélido branco 89b em um rendimento
de 78,15%.

Propriedades fisicas:

- S6lido branco amorfo
- Rf = 0,45 (acetato de etila/hexano — 2:3)
- Ponto de fusdo: 129 °C.

Dados espectroscopicos:

RMN de H (CDClIs, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca 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).

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

27,3 (CHy); 43,4 (CH>); 48,4 (CH); 97,1 rotdmero 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); 168,6 (C=0); 185,2 (C=0).

I.V. — FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3.048, 2.960, 2.857, 1.700, 1.626, 1.590, 1.388, 1.230, 854.

6.1.3 Sintese das tiossemicarbazonas derivadas do heterobiciclo isoxazolina[5,4-

b]pirrolidinico

6.1.3.1 Sintese das tiossemicarbazidas substituidas 92

47 A reacdo utilizou o dobro das quantidades acima calculadas para C2Cl,0O; (1,02 mL no total), DMSO (1,7 mL
no total) e TEA (6,86 mL no total).
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R /NH NH
\ CHCI, H,N N7 SR R = p-metoxifenil; p-etilfenil;
N=—Cc=s -+ H2N— NH2 temperatura ambiente 92 | | p-metilfenil; 3-piridil; o-naftil.
= S

A solucdes de diferentes isotiocianatos (0,5 mmol) em diclorometano (10 mL) foi
adicionado hidrato de hidrazina, a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds o periodo de duas
horas, o precipitado formado foi filtrado, lavado com diclorometano e seco em dessecador a
vacuo. Em alguns casos, a precipitagdo da tiossemicarbazida ocorreu ap6s adicdo de n-hexano.

Os produtos obtidos foram utilizados na reagdo subsequente: condensagcdo com 0S

aldeidos.

6.1.3.2 Sintese da N-(4-metoxi-fenil)-N-(4-cloro-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90a

S
\\ NH
O
= /o
HN
\N
\/N //
O HZN_NH HCI, etanol N O

temperatura
ambiente

92a
-~ N 90a
Cl

A um bal&o contendo tiossemicarbazida p-metdxifenil 92a (60 mg; 0,304 mmol), foram

o

\z

+

© O/
g

(0)]

Y

o—

~

adicionados etanol PA (14 mL) e duas gotas de HCI concentrado, sob agitacdo e a temperatura
ambiente. Em seguida, foi inserido a reacdo a solucdo etanolica do aldeido isoxazolinico p-
cloro 89a (85 mg; 0,304 mmol).

A reacéo foi acompanhada por CCD (acetato de etila’hexano — 1:1), que determinou o
fim da reacdo. Apos recristalizagdo em etanol, um pd branco 90a foi obtido em um rendimento
de 71,88%.
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Propriedades fisicas:

- P6 branco
- Rf = 0,37 (acetato de etila’hexano — 7:3)
- Ponto de fusdo: 163-166 °C

Dados espectroscopicos:
RMN de 'H (DMSO-D6, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de

rotameros.

2,4-2,6 (m; 2H); 3,08 (sl; 1H) rotamero em 3,45; 3,78 (s; 3H); 4,1 (sl; 1H); 4,39 (t; 1H); 6,42
(sl; 1H) rotdamero em 6,72; 6,95 (d; 2H); 7,38 (d; 2H); 7,55-7,6 (sl; 4H); 8,0 (s; 1H); 9,9 (s; 1H);
12,05 (s; 1H).

RMN de 3C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

27,8 (CH>); 43,8 (CH2); 50,8 (CH); 55,03 (OCHz); 94,5 (CH); 113,5 (CH); 127, 8 (CH); 128,5
(CH); 129,5 (CH); 131,7 (C); 132 (C); 133 (C=N); 156,9 (C); 157,2 (C=N); 168 (C=0); 177
(C=S).

I.V. —FT (cm™), principais sinais.

3190, 3009, 1617, 1520, 1428, 1408, 1244, 1192, 1178, 1092, 1025, 930, 919, 838, 740.
HRMS m/z [M+H]* - (MALDI-TOF)

457,810

6.1.3.3 Sintese da  N-(4-etil-fenil)-N-(4-cloro-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90b
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A\
NH
O
= /-
HN
\N
\/N /
@) HZN_NH HClI, etanol N
N + —S > - \
temperatura 0
A NH ambiente
O 92b

Cl

[
Pz
S
|8
0

Ao baldo portando o aldeido isoxazolinico p-cloro 89a (103,7 mg; 0,372 mmol)
solubilizado em etanol PA (9 mL), foram adicionadas duas gotas de HCI concentrado, sob
intensa agitacdo e a temperatura ambiente. Logo apos, a tiossemicarbazida p-etilfenil 92b (70
mg; 0,358 mmol) foi agregada a solucéo.

A analise por CCD (acetato/hexano — 1:1) determinou o fim da reacdo. A recristalizacdo

em etanol rendeu um po de coloracdo levemente amarela 90b, em um rendimento de 52,33%.

Propriedades fisicas:

- P6 levemente amarelo
- Rf = 0,52 (acetato de etila’hexano — 7:3)
- Ponto de fusdo: 177-181 °C

Dados espectroscopicos:
RMN de 'H (DMSO-D6, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de

rotameros.

1,2 (t; 3H); 2,22-2,34 (m; 2H); 2,6 (q; 2H); 3,08 (sl; 1H) rotanero em 3,45; 4,10 (sl; 1H); 4,38
(t; 1H); 6,24 (sl; 1H) rotamero em 6,72; 7,22 (d; 2H); 7,38 (d; 2H); 7,6-7,67 (sl; 4H); 8,0 (s;
1H); 9,92 (s; 1H); 12,08 (s; 1H).

RMN de *C (DMSO-D6, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

15,8 (CHs); 18,7 (CH2); 27,8 (CH2); 43,8 (CH2); 50,5 (CH); 94,8 (CH); 126 (CH); 127,5 (CH);
128,5 (CH); 129,5 (CH); 133 (CH); 134,2 (C); 135,2 (C); 136,1 (C); 141,2 (C); 158 (C=N); 168
(C=0); 176,5 (C=S).

I.V. —FT (cm), principais sinais.

3323, 3201, 2966, 2887, 1638, 1531, 1414, 1272, 1189, 1178, 1089, 919, 858, 833.
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HRMS m/z [M+H]" - (MALDI-TOF)
455,834

6.1.3.4 Sintese da  N-(4-metil-fenil)-N-(4-cloro-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90c

\\ NH
O
= /-
HN
\N
\/N /
@) HZN_NH HClI, etanol N
N + —S > - \
temperatura 0
A NH ambiente
o) 92¢
8 N - Cl
Cl /
(@]

O procedimento foi semelhante aquele apresentado na secéo 6.1.3.3.

Aldeido isoxazolinico p-cloro 89c (70,2 mg; 0,252 mmol), tiossemicarbazida p-
metilfenil 92c (45,8 mg; 0,252 mmol), HCI (2 gotas), etanol PA (8 mL).

Apos recristalizacdo, foi obtida a tiossemicarbazona 90c de interesse em um rendimento
de 70,86%.

Propriedades fisicas:

- P6 levemente amarelado
- Rf = 0,47 (acetato de etila/hexano — 7:3)
- Ponto de fusdo: 153-157 °C.

Dados espectroscopicos:

RMN de H (DMSO-D6, &, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de

rotameros.
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2,25-2,35 (m; 2H); 2,31 (s; 3H); 3,06 (sl; 1H) rotamero em 3,46; 4,39 (m; 1H); 6,22 (sl; 1H)
rotamero em 6,71; 7,2 (d; 2H); 7,35 (d; 2H); 7,6-7,65 (sl; 4H); 8,0 (s; 1H); 9,92 (s; 1H); 12,05
(s; 1H).

RMN de 3C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

20,8 (CHs); 27,8 (CHy); 43,8 (CH2); 50,6 (CH); 94,5 (CH); 126 (CH); 128,5 (CH); 128,7 (CH);
129,5 (CH); 133 (CH); 134,2 (C); 135 (C); 135,2 (C); 136,1 (C); 158 (C=N); 168 (C=0); 177
(C=S).

I.V. —FT (cm™), principais sinais.

3459, 3191, 3001, 2857, 1626, 1514, 1489, 1416, 1395, 1253, 1177, 1091, 931, 894, 838, 757.

6.1.3.5 Sintese da N-(3-piridil)-N-(4-cloro-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-
6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90d

N\
o >’NH
HN
WA
Sy NN =
O HZN_NH HCI, etanol N
N —S = -
+ / \ temperatura \O
O/ NH ambiente
N=—
89a 92d N 90d
Cl cl

O procedimento empregado foi semelhante aquele exposto na secéo 6.1.3.2.
Aldeido isoxazolinico p-cloro 89a (106 mg; 0,380 mmol), tiossemicarbazida 3-piridil
92d (63,8 mg; 0,380 mmol), HCI (2 gotas), etanol PA (8 mL).

Propriedades fisicas:

- P6 amarelo
- Rf = 0,15 (acetato de etila)
- Ponto de fusdo: 202-205 °C (com carbonizacéo)
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Dados espectroscopicos:
RMN de H (DMSO-D6, &, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de

rotameros.

2,25-2,35 (m; 2H); 3,1 (sl; 1H) rotdmero em 3,42; 4,1 (sl; 1H); 4,48 (t; 1H); 6,28 (sl; 1H)
rotdmero em 6,74; 7,6-7,68 (sl; 4H); 7,9 (m; 1H); 8,1 (s; 1H); 8,7 (m; 2H); 9,2 (s; 1H); 10,62
(s; 1H); 12,62 (s; 1H).

RMN de 3C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

28 (CHy); 43,8 (CH>); 50,1 (CH); 95 (CH); 126 (CH); 128,5 (CH); 129,5 (CH); 134,2 (C); 135
(HC=N); 135,3 (C-Cl); 138,1 (C); 139 (CH); 139,5 (CH); 140,8 (CH); 158 (C=N); 168 (C=0);
177 (C=S).

I.V. —FT (cm™), principais sinais.

3127, 2972, 2587, 2037, 1655,1558, 1527, 1465, 1416, 1277, 1207, 917, 836, 746.

HRMS m/z [M+H]* - (MALDI-TOF)

428,912

6.1.3.6 Sintese da N-(a-naftil)-N-(4-cloro-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-

6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90e

H,N—NH
>:S
N NH HCI, etanol . N
+ , >~ \
emperatura 0
A O ambiente
O
g 92e N e

T Cl

Cl /

o/

O procedimento aqui implementado seguiu 0 mesmo curso daquele descrito na secéo
6.1.3.2.
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Aldeido isoxazolinico p-cloro 89a (100,6 mg; 0,360 mmol), tiossemicarbazida a-naftil
92e (77,9 mg; 0,359 mmol), HCI (2 gotas), etanol PA (15 mL).

A recristalizacdo da tiossemicarbazona 90e em questdo levou a um rendimento de
74,02%.

Propriedades fisicas:

- P6 branco
- Rf = 0,49 (acetato de etila’hexano — 7:3)

- Ponto de fusdo: 228-236 °C (com carbonizacdo)

Dados espectroscopicos:
RMN de 'H (DMSO-D6, &, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de

rotameros.

2,22 (m; 1H); 2,42 (m; 1H); 3,05 (sl; 1H) rotaméro em 3,45; 4,1 (sl; 1H); 4,4 (t; 1H); 6,22 (sl;
1H) rotamero em 6,76; 7,56-7,64 (sl; 4H); 7,56 (sl; 4H); 7,84 (m; 1H); 7,9 (m; 1H); 7,98 (m;
1H); 8,06 (s; 1H); 10,37 (s; 1H); 12,23 (s; 1H).

RMN de *C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

27,74 (CHy); 43,71 (CHy); 50,61 (CH); 94,64; 122,98 (CH); 125,37 (CH), 126,08 (CH); 126,20
127,04 (CH); 128,04 (CH); 128,44 (CH); 129,59 (CH); 130,23 (C); 132,91 (CH); 133,65 (C);
134,25 (C); 135,20 (C); 158,20 (C=N); 168 (C=0); 178,13 (C=S).

I.V. — FT (cm™), principais sinais.

3330, 3223, 2994, 1612, 1542, 1595, 1426, 1270, 1201, 1167, 1089, 901, 831, 797.

6.1.3.7 Sintese da N-(3-piridil)-N-(4-flGor-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-

6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90f
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A reacdo foi executada de modo andlogo ao método empregado na secdo 6.1.3.2.
Aldeido isoxazolinico p-flior 89b (100 mg; 0,381 mmol), tiossemicarbazida 3-piridil
92d (64,1 mg; 0,381 mmol), HCI (2 gotas), etanol PA (15 mL).

A recristalizacao resultou no rendimento de 79,45% da referida tiossemicarbazona 90f.

Propriedades fisicas:

- P6 levemente amarelo
- Rf = 0,13 (acetato de etila)

- Ponto de fusdo: 212-215 °C (com carbonizacao).

Dados espectroscopicos:
RMN de H (DMSO-D6, &, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de

rotameros.

2,22-2,38 (m; 2H); 3,1 (sl; 1H) rotdmero em 3,5; 4,1 (sl; 1H); 4,48 (t; 1H); 6,3 (sl; 1H) rotamero
em 6,78; 7,3 (sl; 2H); 7,7 (sl; 2H); 7,9 (m; 1H); 8,1 (s; 1H); 8,7 (m; 2H); 9,2 (s; 1H); 10,62 (s;
1H); 12,62 (s; 1H).

RMN de *C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).

28 (CHy); 43,8 (CH2); 50,1 (CH); 95 (CH); 116 (dd; 21 Hz; CH); 126 (CH); 128,5 (CH); 129,5
(CH); 135 (HC=N); 132 (C); 135 (CH); 138,1 (C); 139 (CH); 139,5 (CH); 140,8 (CH); 158
(C=N); 168 (C=0); 177 (C=S).

I.V. — FT (cm™), principais sinais.

Conferir APENDICE E.

HRMS m/z [M+H]* - (MALDI-TOF)

413,034
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6.1.3.8 Sintese da N-(a-naftil)-N-(4-flaor-fenil)-3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-

6-il-metanona-hidrazina-carbotiamida 90g

Y

>:S
N NH HCI, etanol N
+ . \
emperatura 0
> O ambiente
o
89b 92e

O procedimento reacional foi semelhante ao demonstrado na secéo 6.1.3.2.
Aldeido isoxazolinico p-flior 89b (100 mg; 0,381 mmol), tiossemicarbazida o-naftil
92e (82,8 mg; 0,381 mmol), HCI (2 gotas), etanol PA (15 mL).

Propriedades fisicas:

- P6 levemente amarelo
- Rf = 0,45 (acetato de etila’hexano — 7:3)
- Ponto de fuséo: 228-235 °C (com carbonizagéo).

Dados espectroscopicos:

RMN de 'H (DMSO-D6, §, ppm, 300 MHz, temperatura ambiente), presenca de
rotadmeros.

2,2 (m; 1H); 2,4 (m; 1H); 3,12 (sl; 1H) rotaméro em 3,52; 4,1 (sl; 1H); 4,4 (t; 1H); 6,23 (sl; 1H)
rotamero em 6,72; 7,34 (s; 2H); 7,56 (s; 4H); 7,65 (s; 2H); 7,81 (s; 1H); 7,92 (s; 1H); 7,98 (s;
1H); 10,42 (s; 1H); 12,24 (s; 1H).

RMN de 3C (DMSO-D6, §, ppm, 75 MHz, temperatura ambiente).
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27,77 (CHy); 43,68 (CH,): 50,58 (CH); 94,78 (CH); 115,18-115,47 (dd; 21 Hz; CH); 122,98
(CH): 125,37 (CH): 126,08 (CH): 126,20 (CH); 127,04 (CH): 128,04 (CH); 130,23 (C); 131,95
(C): 131,92 (C); 132,96 (CH): 133.65 (C); 135,20 (C); 158,19; 161,48; 164,78; 178,13 (C=S).
I.V. —FT (cm), principais sinais.

3326, 3229, 3055, 2989, 2886, 1626, 1542, 1500, 1417, 1271, 1216, 1200, 1167, 1108, 927,
894, 844.

HRMS m/z [M+H]" - (MALDI-TOF)

461,813

6.2 AMBITO BIOLOGICO

6.2.1 Teste citotéxico

As linhas de células tumorais humanas utilizadas NCI-H292, HEp-2, HT-29 foram
acondicionadas em meio de cultura DMEM, e MCF-7 e HL-60, mantidas em meio RPMI.
Ambos 0s meios com as respectivas células foram suplementados com soro fetal bovino (10%)
e solucdo 1% de antibioticos (penicilina e estreptomicina). As células permaneceram em estufa
a 37 °C e a uma atmosfera umida enriquecida com 5% de CO..

As células NCI-H292, HEp-2, HT-29 e MCF-7 (10° células/mL), bem como HL-60
(0,3x10° células/mL), foram inseridas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas. Em
seguida, os compostos a serem testados, dissolvidos em DMSO (1%), foram administrados as
culturas de células numa concentracdo de 25 pg/mL. O farmaco doxorrubicina (5 ng/mL) foi
empregado como padrao.

Apo6s 72 horas da segunda incubacdo, foi adicionado as culturas de células 25 pL de
MTT (5 mg/mL) e, apds outras 3 horas de incubacéo, os meios de cultura contendo MTT foram
aspirados e 100 uL de DMSO foram inseridos em cada pogo. A absorbancia foi mensurada em
um leitor de microplacas, utilizando um comprimento de onda de 560 nm.

O procedimento foi executado em quadruplicatas e a percentagem de inibicdo foi

calculada no programa GraphPad Prism®© versao 5.0.
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As moléculas testadas na concentracao de 25 ug/mL apresentaram o seguinte percentual

de inibicdo:

Tabela 02 — Porcentagem de inibigdo do crescimento das linhas de células tumorais pelos compostos finais*®
NCI- SEM HT-29 SEM HEp-2 SEM MCF- SEM HL-60

H292 7
902 0,0 0,0 0,0 0,0 18,1 3,5 23,3 0,8 30,3
90b 40,7 0,1 0,0 0,0 25,8 0,2 13,0 0,8 46,2
90d 13,9 3,5 5.3 0,9 26,9 2,8 26,5 0,1 45,8
90e 21,6 1,4 1,6 0,2 22,7 2,2 7,9 0,2 30,9
90f 25,2 3,2 6,0 0,7 11,9 1,8 20,0 0,1 16,5
909 18,1 3,4 9,1 0,6 21,7 1,6 25,4 1,4 53,0

O critério de avaliacdo da citotoxicidade com base no percentual de inibicdo do
crescimento foi estabelecida por Rodrigues et al (2014), onde: alta atividade (95 a 100% de
inibicdo), atividade moderada (70 a 90% de inibigéo) e sem atividade (menor que 50%). A partir
disso, foi possivel afirmar que os compostos testados ndo apresentaram atividade citotdxica

satisfatdria contra as linhas tumorais empregadas.

48 O composto LASOF-NB3 ndo pdde ser avaliado a tempo.
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentada a sintese de uma série inédita de tiossemicarbazonas
isoxazolinicas aza-biciclicas, como extensdo dos trabalhos anteriormente realizados no grupo
de pesquisa. A geragdo do nucleo isoxazolinico aza-biciclico foi possivel gragcas a metodologia
de cicloadicdo 1,3-dipolar entre enamidas/enecarbamatos endociclicos e oxido de nitrila,
resultando em bons rendimentos.

A conversdo dos ésteres dos cicloadutos aos seus respectivos aldeidos propiciou a
reacdo de condensagdo entre estes compostos carbonilados e diversas tiossemicarbazidas
substituidas, ocasionando a formacdo de sete novos derivados tiossemicarbazdnicos como
moléculas de interesse, em rendimentos satisfatorios.

A caracterizagio desses compostos mediante utilizagdo das técnicas de RMN de 'H e
13C (uni e bidimensional — COSY, DEPT, HMQC, HMBC), infravermelho e de Massas
possibilitou sua completa elucidacdo estrutural, a partir da constatacdo de sinais diagnasticos,
comprovando o sucesso da sintese.

Testes de citotoxicidade in vitro contra cinco linhagens de celulas tumorais foram
executados, destacando-se trés de seis moléculas avaliadas. No entanto, utilizando critérios
estabelecidos na literatura, a despeito dos resultados encontrados frente a algumas linhas

neoplésicas especificamente, foi possivel afirmar sua falta de atividade satisfatoria.
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8. PERSPECTIVAS

e Desenvolver um meio de purificacdo adequado aos compostos que ndo puderam ser
isolados pelas formas convencionais.

e Ampliar a série das tiossemicarbazonas isoxazolina aza-biciclicas, contemplando aneis
piperidinicos (de seis membros).

e Tentar a obtencdo de cristais adequados dos produtos isoxazolinicos aza-biciclicos para
realizacdo de anélise cristalografica.

e Executar os testes para verificagdo de atividade antichagasica sobre as formas evolutivas
epimastigota e tripomastigota de Trypanosoma cruzi, complementando os dados
anteriores do grupo de pesquisa.

e Complementar o teste de citotoxicidade do produto faltante 90c.
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