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RESUMO

A presente dissertacdo possui como objetivo descrever a sintese de derivados
isoxazolinicos, com funcionalidades quimicas varadas, por hibridacdo molecular,
bem como, avaliacdo bioldgica do potencial antibacteriano e antifungico. Pois, na
literatura, h& um grande numero de trabalhos que buscam obter derivados de
semicarbazonas, tiossemicarbazonas e hidrazonas contendo heterociclos, com
aplicacbes farmacoldgicas, como antibacteriana e antifingica; e, as isoxazolinas
também sdo um grupo de moléculas com amplo perfil farmacologico, possuindo
atividade antibacteriana e antifingica. Desta forma, oseis novos derivados isoxazolil-
aril-semicarbazonas, tiossemicarbazonas e hidrazonas foram desenvolvidos através
de uma condensacdo catalitica acida da semicarbazida, tiossemicarbazida ou
hidrazida com aldeidos isoxazolinicos. No presente estudo, ésteres, derivados da
reacdo de cicloadicdo [3+2] do Oxido de nitrila (CEFNO) com enecarbamato N-
benziloxicarbonil-2-pirrolina, foram reduzidos aos respectivos alcoois pelo NaBHj,,
que em seguida, foram submetidos a uma oxidacdo de Swern, resultando nos
aldeidos isoxazolinicos. Os testes antibacterianos e antifingicos foram realizados in
vitro, frente as bactérias e aos fungos da colecdo do Departamento de AntibiGticos
da UFPE. Os derivados testados demonstraram pouca atividade frente ao relatado
na literatura. Entretanto, a baixa solubilidade em agua dos mesmos e o método
utilizado talvez sejam responsaveis por tal problema, que sera resolvido com o
incremento da solubilidade destes produtos e com melhorias no método de
avaliacéo biologica.

Palavras chave: Hidrazonas. Antibacteriano. Antibiotico. Penicilina.



ABSTRACT

The present dissertation aims to describe the synthesis of isoxazoline derivatives,
with chemical functionalities stranded, by molecular hybridization, as well as
biological evaluation of antibacterial and antifungal potential. For, in the literature,
there are a large number of studies that seek to obtain derivatives of
semicarbazones, thiosemicarbazones and hydrazones containing heterocycles, with
pharmacological applications, such as antibacterial and antifungal; and, isoxazolines
are also a group of molecules with broad pharmacological profile, possessing
antibacterial and antifungal activity.In the literature, there are a large number of
works that seek to obtain derivatives semicarbazones, thiosemicarbazones and
hydrazones containing heterocycles with pharmacological applications such as
antibacterial and antifungal, the isoxazolines are also a group of molecules with
broad pharmacological profile having antibacterial and antifungal activity. Thus, six
novel isoxazolyl-aryl semicarbazones, thiosemicarbazones and hydrazones were
developed through an acidic condensation catalyst of semicarbazide,
thiosemicarbazide or hydrazide with aldehydes isoxazoline. In the present study,
esters, derivatives cycloaddition reaction [3 +2] nitrile oxide (CEFNO) with
enecarbamate N-benzyloxycarbonyl-2-pyrroline were reduced by NaBH4 to the
corresponding alcohols, which were then subjected to an oxidation Swern, resulting
in aldehydes isoxazoline. Antibacterial and antifungal tests were performed in vitro on
the bacteria and fungi collection of the Department of Antibiotics UFPE. The
derivatives tested showed little activity against the reported literature. However, the
low water solubility thereof and method may be responsible for this problem, which is
solved with the increased solubility of these products and with improved method for
biological evaluation.

Keywords: Hydrazones. Antibacterial. Antibiotic. Penicillin.
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1. INTRODUCAO

Compostos heterociclicos estdo distribuidos na natureza, desempenhando
papel essencial no desenvolvimento da vida no planeta. Assim, um grande numero
desses compostos € conhecido e este numero vem crescendo rapidamente nas
Gltimas décadas, proporcionalmente ao desenvolvimento dos processos de sintese,
0 que demonstra o fato pelo qual os compostos heterociclos sdo alvos constantes do

interesse de pesquisadores em varias areas da quimica ©.

Dentre os inumeros heterociclos existentes, as isoxazolinas (herociclo de
cinco membros contendo atomos de oxigénio e nitrogénio ligados entre si além de
uma ligacdo dupla ‘?) sdo uma classe de muito interesse, pois compostos contendo
0 nucleo isoxazolina sédo conhecidos por apresentarem diversas atividades
biologicas de grande interesse clinico, dentre elas as propriedades antibacteriana e
antifangica %9,

Compostos contendo as funcionalidades semicarbazona e tiossemicarbazona
também sdo amplamente pesquisados quanto as suas atividades bioldgicas, e tem
apresentado excelentes resultados em atividade antibacteriana e antifangica 2,
assim como as hidrazonas (moléculas contendo o fragmento triatbmico N-N=C,
podendo o nitrogénio aminico e/ou o carbono estarem em heterociclos né&o
aromatico), que em diversos estudos vem se mostrando altamente importantes no

incremento da atividade antimicrobiana de diversos compostos 319,

Ao longo da historia, a humanidade passou por extensos periodos de
pandemias de diversas doencas infecciosas. Casos aparentemente simples, como
infeccdes de ouvido, pele ou garganta, resultavam frequentemente em surdez, morte
ou sequelas devido a complicacbes e septicemia. A descoberta da penicilina no
inicio do século XX resultou em uma significativa reducado das mortes por infeccoes,
e a partir de entdo os antimicrobianos passaram a assumir grande importancia, nao

apenas na area de satde, mas também na economia ).

No entanto, ap0s a revolugdo causada por essa descoberta, outro problema
surgiu, como a capacidade de adaptacdo dos micro-organismos em sobreviver a

atuacdo destas drogas ?. J4 nos anos 50, apds o periodo da era antimicrobiana,
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comecaram a surgir cepas de bactérias resistentes, e desde entdo, a resisténcia
microbiana tem se tornado uma grande preocupacdo para a salde publica ©®. Tal
fato pode ser observado na pesquisa de Demerec em 1948, onde ele avaliou a
susceptibilidade de Staphylococcus aureus e Escherichia coli sobre a penicilina e a

estreptomicina .

Ao descobrir a penicilina em 1929, Fleming foi o primeiro observador da
resisténcia natural de micro-organismos aos antibiéticos, descrevendo que bactérias
do grupo das Enterobactérias e a Pseudomonas aeruginosa ndo eram inibidas pelo
antibiotico. A causa desta resisténcia natural foi, pouco depois, descoberta por
Abraham e Chain, que, em 1940, um ano antes da primeira publicacdo sobre o uso
clinico da penicilina, demonstraram em extratos de E. coli uma enzima capaz de

destruir a acéo da penicilina, a qual denominaram penicilinase .

Os mecanismos de resisténcia dos micro-organismos aos quimioterapicos sao
de origem natural ou intrinseca; e adquirida, esta Ultima se apresenta como a forma
mais preocupante, que é resultante de alteracdo genética, que pode surgir por
mutacao cromossémica ou por transferéncia de mecanismos genéticos, mediada por

plasmideos, transposons e integrons ©©.

Sdo varios 0s mecanismos responsaveis pela resisténcia, que os micro-
organismos podem desenvolver, dentre 0s principais podem-se citar 0s seguintes:
impermeabilidade a droga, inativacao por enzinas, modificacao do sitio de ligacédo ao

farmaco e bombeamento do farmaco para o meio externo .

Diante dos relatos de resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos,
da-se a urgéncia da descoberta de novos farmacos com atividade antimicrobiana,
que sejam, além de eficazes contra 0s mecanismos de resisténcia, seguros ao

usuario.

Com isso, a proposta deste trabalho € sintetizar novas semicarbazonas,
tiossemicarbazonas e hidrazonas, através do meétodo de hibridacdo molecular com
2-isoxazolinas azabiciclicas, objetivando a exploracdo biolégica dos novos

compostos quanto as atividades antibacteriana e antifungica.
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2- REVISAO DA LITERATURA
2. 1- ISOXAZOLINAS
2.1.1 — Generalidades

Os compostos heterociclicos compreendem uma grande fracdo dos
compostos descritos na literatura *®. Em outubro de 2010, das 55 milhdes de
substancias quimicas registradas na base de dados do Chemical Abstracts

aproximadamente metade eram heterociclos.

A isoxazolina é um herociclo de cinco membros contendo atomos de oxigénio
e nitrogénio ligados entre si além de uma ligacdo dupla ‘®. Abaixo a imagem da 2-
Isoxazolina (Figura 1), nucleo explorado por nosso grupo de pesquisa devido ao seu

excelente potencial bioldgico e sintético.

10
| 4
:_\'D

L
3

Figura 1. Anel 2-1soxazolina

A ocorréncia natural de 2-isoxazolinas é bastante restrita, sendo estas
basicamente encontradas em algumas espécies de esponjas marinhas, sendo a

Aplysina fistulares e a Aplisina aerophaba exemplos delas.

Os alcaloides isoxazolinicos expostos na Figura 2 sdo isolados da esponja
Aplisina aerophaba e estdo envolvidos no mecanismo de defesa da esponja contra
peixes predadores. Estas isoxazolinas sdo precursoras de substancias toxicas

formadas por catélise enzimatica .

HaCO Br HLO Br

Br. Br:

Figura 2. Alcal6ides Isoxazolinicos naturais
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2.1.2 - Quimica

Alguns métodos podem ser utilizados para obtencdo das isoxazolinas, dentre
eles podemos citar a ciclizagéo nitrosativa de 3-cloro-1-nitropropano ®®, a partir de
nitrato de sodio e nitrito de n-propila; reacdo entre 3-isoxazolin-50nas com olefinas
9. também as reacdes fotoquimicas de ciclopropanos 1,2-dissubistituidos com
NOBF,; ©?; reacdes envolvendo dipolaréfilos envolvendo selénio “Y; entre outros.
Entretanto o método mais utilizado para a sintese de 2-isoxazolinas é a reacdo de

cicloadicdo 1,3- dipolar com vérios relatos na literatura.

Nas reacgOes de cicloadicdo 1,3-dipolar a unido de dois sistemas 11 leva a

formacdao de duas novas ligagdes o, como pode ser observado no Esquema 1

abaixo.
+B/C7 Z B/C‘\‘ :': B/C
I + r — - —Z » | 7
A | A A
1,3-dipolar dipolarofilo cicloaduto

Esquema 1. Exemplo geral de uma reacao de cicloadi¢do

A principal rota para a obtencé@o do anel isoxazolinico é a partir da reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar entre um 6xido de nitrila e um alqueno 2. Nestas adicdes,
uma espécie ira participar com quatro elétrons distribuidos sobre trés atomos
(chamado 1,3-dipolo) e a outra com dois elétrons distribuidos sobre dois atomos
(chamado dipolardfilo), levando ao anel isoxazolinico. Deste modo, estas
cicloadicdes sdo definidas como reacdes [2+3], onde 0s numeros representam o

namero de atomos envolvidos na formacao do anel.

Alguns exemplos representativos de utilizacdo de 2-isoxazolinas em sintese
organica, como material de partida, ou como intermediario sintético, sdo descritas a

sequir.

O antibidtico vermiculina, obtido da fermentacdo do caldo de Penicillium
vermiculatum, foi sintetizado através de uma reacdo de cicloadigdo 1,3-dipolar do

oxido de acetonitrila 1 com o alqueno 2, produzindo a isoxazolina 3, com rendimento
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de 90%, que apOs algumas etapas subsequentes levou a formacdo do antibiético
esperado ), como se pode observar no Esquema 2.

= O—Z=0O—
+
+
w
I m
”’\_>

Antibidtico
Vermiculina

Esquema 2. Sintese do antibiético Vermiculina

De forma similar, o antibiético Tienamicina (ativo contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e produtoras de betalactamase), obtido da fermentacao
do caldo de micro-organismo de solo Streptomyces cattleya, foi obtido,
sinteticamente, via reacao de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar, tendo uma 2-isoxazolina como
intermediario sintético, com rendimento de 54% ¥ conforme exposto no Esquema
3.

H CO,Me
COsMe ",
MeO\\ + - Me
FHrCRy—Ce=h—0o + ) —>  MeojcH’
MeQ 54%, N—©O

7z

SCH,CH,NH,

Antibiotico
CO,H Tienamicina

Esquema 3. Sintese do antibidtico Tienamicina
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2.1.3 — Propriedades biologicas

Existem inUmeros relatos na literatura sobre compostos bioativos contendo o
ndcleo 2-isoxazolina. Dentre as atividades bioldgicas descritas podem ser citadas a

herbicida, a antimicrobiana ® e a atividade neurotransmissora ©?.

Nos ultimos anos alguns estudos foram relatados com moléculas contendo o
ndcleo isoxazol quanto a sua acdo antimicrobiana, demostrando que apresentou

excelente atividade tanto frente a bactérias ¥ como frente a fungos 9.

Raffa et al. “® em um trabalho de 1999, sintetizaram e testaram novos n-
isoxazolil-2-iodobenzamidas (Figura 3) quanto a atividade antifingica. Esses
constituem analogos de fungicidas utilizados na agricultura, e foram testados pelo
método de difusdo em agar, utilizando-se benodanil como droga de referéncia.
Dentre os compostos testados os compostos 3b (R=Cl e R'=H) e 92 (R, R’=H)

apresentaram atividade antifiingica semelhante a do benodanil.

Penicilinas semissintéticas comerciais, tais como oxacilina e cloxacilina

(Figura 4) possuem em sua cadeia lateral o radical isoxazolina .

Figura 3. Estruturas quimicas do benodanil e da n-isoxazolil-2-iodobenzamida
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COOH

Ry=H - OXACILINA
Ry=Cl - CLOXACILINA

Figura 4. Estrutura da oxacilina e cloxacilina

Em 2002 foi relatada uma série de heterociclos inibidores da biossintese de
lipideos que apresentavam atividade contra bactérias Gram negativas. Estes ciclos
tém como base uma 2-isoxazolina (Figura 5) que apresentou excelente atividade

contra Escherichia coli .

NHOH
Me \

N/D

Figura 5. Heterociclo contendo nucleo isoxazolina

Em 2003, Velikorodov e colaboradores sintetizaram e avaliaram a atividade
antimicrobiana de isoxazolinas e oxazois 3,5-dissubistituidos com grupos carbamato
(Figura 6). A atividade antimicrobiana dos carbamatos, derivados de isoxazolinas e
isoxazois sintetizados foi determinada contra isolados de S. aureus, E. coli e
Micrococcus ssp. de isolados clinicos. Muitos dos compostos sintetizados possuiam
atividade antimicrobiana, a qual depende da natureza do substituinte e sua posicéo

no ntcleo benzénico no 4tomo C3 do fragmento azélico V.
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X=NHCO,, O; Y=H, NHCO:Me;
R’=H, 4-OMe, 3,4-OCH0, 4-Cl, 4-Br, 3-NO3, 4-NO5, 2-OMe, 3-Br, 3,4(OMe),
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R= alquila; X= NHCO,; Y=H
R’=H, 4-OMe, 3,4-OCH-0, 4-Cl, 4-Br, 3-NO-, 4-NQO,, 2-OMe, 3-Br, 3,4(0OMe),

Figura 6. Isoxazolinas e Isoxazol 3,5-dissubstituidos

Em um estudo realizado em 2004 foram sintetizadas novas isoxazolidinas 5-
compostos foram avaliados quanto a sua atividade antibacteriana, apresentando
sensibilidade amostras de S. aureus, E. coli e Bacillus subtilis. A atividade
antifangica foi confirmada em isolados de Fusarium moniliforme, Aspergilus niger e

Acremonium strictum ©,
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R,R"=CI,F, 1, CH:

-'R

Figura 7. Isoxazolidina 5-imidazoil substituidas

2 -2 - SEMICARBAZONAS E TIOSSEMICARBAZONAS

2.2.1- Generalidades

Semicarbazonas e tiossemicarbazonas sdo compostos de consideravel
interesse cientifico, devido as suas importantes propriedades quimicas e biolégicas,
tais como as atividades antitumoral, antibacteriana, antiviral, antiprotozoaria,
citotoxica, dentre outras @> 26 27 28 29 Tajs estruturas (Figura 8) apresentam um
amplo perfil farmacolégico e constituem uma importante classe de compostos, cujas

propriedades tém sido extensivamente estudadas na Quimica Medicinal.

Rz
H\ >|:11—r-13
R / rg—tsz\
>:N \X
R
X=8,0

R, Ry, R;, Ry = H, grupos alquila ou arila

Figura 8. Estrutura quimica genérica das Semicarbazonas e Tiossemicarbazonas

2.2.2- Quimica

As semicarbazonas e tiossemicarbazonas apresentam-se como sistemas com

extrema deslocalizacdo eletrbnica, principalmente quando ha grupos arométicos
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ligados ao carbono da imina. Esta afirmacdo esta baseada nos trabalhos pioneiros
de Palenik et al. 9.

As semicarbazidas e tiossemicarbazidas podem ser adquiridas
comercialmente. A sintese € descrita pela condensacédo equimolar de um derivado
carbonilado, do tipo aldeido ou cetona, com semi/tiossemicarbazidas em meio
alcodlico sob refluxo e quantidades cataliticas de &cido G*23% Esta reacdo é
bastante conhecida por sua alta quimiosseletividade, versatilidade e rapidez,

apresentando geralmente altos rendimentos 4339,

O mecanismo reacional € semelhante ao de formacdo de iminas. Inicia-se
com a protonacdo do oxigénio da carbonila para formar o nitrogénio intermediario
ion oxb6nio, seguida de atague nucleofiico do nitrogénio N-1 da
semi/tiossemicarbazida para formar o intermediario hemiaminal protonado. Este
perde uma molécula de agua e, ap0s neutralizacdo, forma-se a tiossemicarbazona

(37:38) (Esquema 4).

* ¥ H\. 8 ’ I«.., H s
0" Q-+ Ry @ N-{f
. + £
Hy \/J'I\ k /’I\ r >_|‘ M WR3R,
R P, 1"H-LT R i ]
- & H R H Hemiaminal
H H profonads
lan axdnio + HoO - Hy
& Hf -H"
a = fingsamicarbazida
Ry & Ry = H, Alguil ou Arl H & H M &
CHo Ry = R (ordem de pricridade \ :":f / b :"
i NL:nr-:l m de prioridad R " I " r
segunda Canh - [ngold - Prelog) 4 ¢
=N MFRsR N MNRaFy
|:521_'-._|L R
I -+ +
Is&mera E Hx by Isdmero £

Esquema 4. Mecanismo de formacg&o de Semi/Tiossemicarbazonas

Apesar da reacdo ser favoravel a formacado das semi/tiossemicarbazonas, €
facil notar o carater reversivel de todas as etapas de sua sintese, dai a importancia
da utilizagdo da catélise &acida, em pH controlado. Em geral, a formacdo da
semi/tiossemicarbazona é mais rapida em pH entre 4 e 5. Em valores de pH
menores que 4 ha possibilidade de ocorrer protonacdo do nitrogénio N-1 da

semi/tiossemicarbazida e, consequentemente, a velocidade de condensacdo sera
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mais lenta. Por outro lado, em pH > 5, a velocidade de reacao também diminui, visto

que a carbonila se encontrara progressivamente menos protonada ©73®.

2.2.3- Propriedades biol6gicas

As atividades bioldgicas das semicarbazonas e tiossemicarbazonas podem se

dar, principalmente, por trés mecanismos:

1. Inibicdo da enzima redutase ribonucleotideo fosfatase (essencial a sintese de
DNA);

2. Criacéo de lesdes no DNA por ruptura oxidativa e
Ligacdo a bases nitrogenadas de DNA e RNA impedindo a replicacdo das

bases (12,41,42).

O interesse pelas propriedades farmacolégicas das semi/tiossemicarbazonas
nao é recente. Tal fato pode ser comprovado por um trabalho realizado em 1949 por
Hoggarth et al.,, onde se almejava conseguir compostos com atividade frente
Mycobacterium tuberculosis “?. No ano seguinte, pesquisa publicada por Hanre et
al. visava a formacdo de derivados de tiossemicarbazonas, quanto a mesma
atividade “*.

As semicarbazonas e tiossemicarbazonas possuem um importante papel na
Quimica Medicinal Inorganica, em razdo de sua capacidade quelante e do papel da
coordenacao no seu mecanismo bioquimico de acdo. Apesar da ampla versatilidade
farmacoldgica desses compostos como uma classe, especificidades estruturais
podem levar a manifestacdo de atividades especificas. Para 0s complexos
metalicos, em alguns casos € possivel modular a atividade através do desenho do

ligante ou através da escolha do metal 2.

Tiossemicarbazonas e seus complexos metalicos apresentam um amplo
espectro de atividades antimicrobianas, inibindo o crescimento de bactérias Gram
positivas, tais como, Staphylococcus faecalis, Streptococcus faecalis e
Enterococcus, mas ndo sdo bons inibidores de bactérias Gram negativas tais como
Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitides Pseudomonas ssp., Klebsiella ssp.,

Enterobacter ssp., Shigella ssp., Escherichia coli e Proteus ssp. %
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A atividade dessa classe de compostos e seus complexos, contra diferentes
culturas de fungos, tais como: Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger, Amathia alternata, Paecilomyces variotii e outras, foi e continua

sendo amplamente investigada na literatura “°4®),

Um estudo elaborado por Chandra et al., avaliou a atividade antimicrobiana
de tiossemicarbazonas e seus complexos de zinco e mercurio sobre as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus e S. epidermides, e Gram-negativas
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, além dos fungos Candida albicans e
Aspergillus Niger “Y. No resultado antibacteriano o ligante (Figura 9) se apresentou
mais ativo que os seus complexos metdlicos, entretanto os resultados antifingicos
foram mais promissores quando os ligantes se encontravam complexados aos

metais “V.

NHo

Figura 9. Tiossemicarbazona ligante

Em dois trabalhos de Kasuga et al. “"*® bons resultados foram obtidos contra
0S micro-organismos Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus Niger e Penicillum citrinum.
No primeiro foram utilizados complexos de antimonio Il dos ligantes semicarbazonas

e tiossemicarbazonas apresentadas na Figura 10 abaixo.

Ja no segundo estudo, foram sintetizados complexos de zinco Il dos ligantes
da Figura 11. Em ambos os trabalhos tanto os ligantes quanto os complexos se

apresentaram ativos.
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Figura 10. Semicarbazonas e Tiossemicarbazonas

HN" “~NH N a=SeS
SNH X{b=0eO

NAS s’)\n e
Q |\/_>o quka )()\NH2

Figura 11. Semi/Tiossemicarbazonas ligantes de complexos metélicos

2.3- HHDRAZONAS
2.3.1- Generalidades

As hidrazonas pertencem a classe dos azometinos, na qual também estdo as
iminas e oximas, e se diferenciam destas pela presenca de dois atomos de
nitrogénio. Na literatura, as hidrazonas ndo sdo discutidas separadamente, mas
citadas como derivados de compostos carbonilicos, ou como identificador de
aldeidos e cetonas “?. Sao consideradas hidrazonas todas as moléculas contendo o
fragmento triatdmico N-N=C, podendo o nitrogénio aminico e/ou o carbono estarem

em heterociclos ndo aromético, como pode-se visualizar na Figura 12.
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R R’
Se=N—N]
C=
X \Y
Re R = H, alquila, arila, acila, heterociclo;
Y = H. alquila, arila, heterociclo, acila, -P(O)(OR),;
X = H, alquila, arila, acila, heterociclo, halogénio, OR", SR, CN,
SO,R, NO,, NHNR"R"™, NHNHR", N=NR", COOR", CONR"R"

Figura 12. Fragmento triatdmico minimo que caracteriza as hidrazonas

A Figura 13 mostra a Gyromitrina, uma hidrazona de ocorréncia natural,

extraida do falso cogumelo Gyromitra esculenta ©?.

M“‘--. /N
eiY

H
g O

Figura 13. Gyromitrina, hidrazona de ocorréncia natural
2.3.2- Quimica

As hidrazonas tem uma larga aplicacdo na sintese de moléculas com as mais
variadas estruturas, além de serem ligantes para um grande numero de cétions
metalicos. Sdo aplicadas como plastificantes e estabilizadores para polimeros,

iniciadores de polimerizacéo, antioxidantes, etc ©?.

Uma importante aplicacdo quimica das hidrazonas € a sintese de
heterociclos, como pirazdis, sintetizados a partir de hidrazonas monossubistituidas e
nitroolefinas ®? e oxazois a partir de acilhidrazonas e isocianatos ©¥, como

demostrado no Esquema 5 ©%.
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Sintese regioseletiva de pirazois substituidos a partir de nitroolefinas e hidrazonas
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R
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R=He Me. X N0
H

Sintese de oxazdis a partir de acilidrazonas e isocianatos

Rf

Esquema 5. Sinteses de Heterociclos a partir de Hidrazonas
2.3.3- Propriedades Bioldgicas

Hidrazonas tém demonstrado possuir, entre outras atividades farmacoldgicas,
as atividades antimicrobiana, anticonvulsivante, analgésica, anti-inflamatéria, anti-

(54)

plaguetéria, atividades antituberculose e antitumoral O que gera grande

interesse por parte dos pesquisadores em sintetizar derivados destes grupos.

7

Nas Ultimas décadas € crescente a prevaléncia de micro-organismos
resistentes a varias drogas tidas como de escolha no combate as infeccdes
microbianas. Na busca de compostos capazes de solucionar este grave problema de

saude, derivados de hidrazonas tem sido uma grande ferramenta ©%.

Uma série de compostos hidrazénicos (Figura 14), derivadas da hidrazida 1,2-
benzotiazol, foram sintetizadas por Vicine et al e apresentou atividade antibacteriana
e antifingica bastante significativa, o que pode comprovar a importancia do grupo
hidrazona para esta atividade ™.

o NO,
Q
N—N= HC—@—CI NH—N=HC
s
N
/
s

Figura 14. Compostos hidrazénicos
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Indmeros outros estudos demonstraram a importancia das hidrazonas na
atividade antimicrobiana. Um exemplo é o trabalho de Loncle et al em 2004, onde
uma série de hidrazonas, sintetizadas a partir de derivados do colesterol, (Figura 15)
teve atividade avaliada frente a diversos micro-organismos patdgenos. Obtendo os
resultados mais satisfatérios resultados contra Candida albicans, a uma

concentracdo de 1,5 pg/mL ®9.

Figura 15. Derivados de hidrazona.

Em 99, Tavares et al sintetizaram seis analogos da Figura 16 através da
variacdo do substituinte na posicdo para do grupamento benzoila do heteroatomo do
anel heterociclico. Os testes microbiolégicos realizados indicaram que 0s compostos
apresentaram excelente atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
ATCC 25923, na concentracéo de 0,16-63 pg/mL ©°.

NO
F‘"@%N_.N X 2 R=CHs, NOz, F
/ \Hj X=F,Cl,1
H "\

Figura 16. Analogos de hidrazonas.

Em trabalhos anteriores desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa, foi
desenvolvida uma nova metodologia sintética, baseada nas reac¢des de cicloadicao
1,3-dipolar de enecarbamatos de 5 membros com N-6xidos de nitrila, como pode-se

observar no Esquema 6 abaixo ©®.
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COOEt

enecarbamatos
cicloadutos

Esquema 6. Cicloadicao [2+3] entre enecarbamato endociclico e N-6xido de nitrila CEFNO.

contendo o novo heterobiciclo 2-isoxazolina[5,4-

O cicloaduto obtido,
blpirrolidina, foi aplicado na obtencdo de derivados potencialmente bioativos

apresentando excelentes resultados ©7%9).
Dentre os derivados do novo heterociclo, aqueles substituidos com benzoila

no nitrogénio N6 (Figura 17) e aril-hidrazonas e carboxamida na posicdo C3

apresentaram excelentes atividades biolégicas, incluindo as atividades

antibacteriana e antifingica ©°.

o NHMHz

O

M

R4

R1=(p-F), (-CD)

Figura 17. Isoxazolina aza-biciclica N-benzoilada.

Diante dos bons resultados obtidos em trabalhos anteriores ©®°75® que
visavam a modificagdo molecular dos aza-biciclos por hibridizacdo e posterior

avaliacdo bioldgica, pretende-se ampliar a aplicacdo sintética e farmacoldgica dos

hibridos isoxazolinicos.
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3. OBJETIVOS
3.1- OBJETIVO GERAL

Sintetizar novas semicarbazonas, tiossemicarbazonas e hidrazonas
isoxozolinicas obtidas por hibridacdo molecular e avaliar os compostos quanto a

atividade antibacteriana e antifiingica.

3.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reduzir a funcdo éster em C3 das isoxazolinas, ao respectivo aldeido
isoxazolinico das isoxazolina[4,4-b]pirrolidina;

e Condensar 0S aldeidos isoxazolinicos com semicarbazidas,
tiossemicarbazidas e hidrazidas, para producdo das respectivas
semicarbazonas, tiossemicarbazonas e hidrazonas;

e Elucidar as estruturas das novas substancias obtidas por técnicas
espectrométricas de RMN de *H, RMN de *3C (1D e 2D) e Infra-vermelho (IV-
FT);

e Avaliar as atividades antibacteriana e antifingica das semicarbazonas,

tiossemicarbazonas e hidrazonas sintetizadas, de acordo com CLSI.
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4. METODOLOGIA

Trata-se de uma reacdo de hibridagdo molecular entre os aldeidos
isoxazolinicos e as semicarbazidas, tiossemicarbazidas e hidrazidas utilizados como

material de partida para os compostos.

4.1- ABORDAGEM K OBTENCAO DAS SEMICARBAZONAS E
TIOSSEMICARBAZONAS DOS HETEROCICLOS 2-ISOXAZOLINA[5,4-
B]JPIRROLIDINA.

Para que pudéssemos obter as semicarbazonas e tiossemicarbazonas
(Esquema 7), foi utilizado o cicloaduto isoxazolinico obtido anteriormente em nosso

grupo de pesquisa.

.
O e X = [ =
v O

0
S — Trimero da 1-Pirrolidina R4
1- Pirrolidina
N-benziloxicarbonil-2-pirrolina
Etapa 4
X=SeO 1
~N
N /g CO,Et
I
H \
.f
Etﬁ pa 7 Etapa 6 -_ EI&
Om\
0 Ry=FeCl
Aldeido
R4 Isoxazolinico Alcool Ester
Isoxazolinico Isoxazolinico

SemiTiossemicarbazona

Esquema 7. Rota sintética utilizada para obtencdo das semicarbazonas e tiossemicarbazonas

derivadas do heterociclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina

Para a producéo das semicarbazonas e tiossemicarbazonas, foram utilizados
cicloadutos isoxazolinicos de 5 membros desenvolvidos por De Faria e

colaboradores ©9,
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O Esquema 7 mostra a sequéncia de reacdes envolvidas em uma das etapas
deste trabalho, visando a obtencdo das semicarbazonas e tiossemicarbazonas
derivadas dos nucleos isoxazolinicos pirrolidinicos.

Para se alcancar a sintese dos ésteres isoxazolinicos de 5 de membros,
material de partida do trabalho, foi utilizada a 1-pirrolidina, estes heterociclos foram
trimerizados, e posteriormente N-acilados, com cloretos de acilas desejados,
originando o enecarbamato N-benziloxicarbonil-2-pirrolina, etapa 3, os quais
reagiram com o N-Oxido de nitrila (etapa 4) formando o respectivos cicloaduto 2-
isoxazolina[5,4-b]pirrolidina ©°.

A escolha dos substituintes “R” em N6, no cicloadutos pirrolidinico, varia
desde grupamentos elétron atratores, a elétrons doadores, para se averiguar 0S
possiveis efeitos eletrénicos nas atividades bioldgicas avaliadas.

A funcionalidade éster em C3 é reduzida ao respectivo alcool, por boroidreto
de sédio, etapa 5. Os &lcoois sofrem uma posterior oxidacdo de Swern ©9
originando o respectivo aldeido, derivado do biciclo isoxazolinicos de 5 membros. Os
derivados de semicarbazonas e tiossemicarbazonas foram obtidos a partir da
condensacao direta entre aldeidos e uma semicarbazida e tiossemicarbazida, em

meio acido ©Y,

4.2- ABORDAGEM II- OBTENCAO DAS HIDRAZONAS DO HETEROCICLO 2-
ISOXAZOLINA[5,4-B]PIRROLIDINA.

Conforme verificado na literatura, os compostos hidrazénicos apresentam
significativa atividade antibacteriana e antifingica >, o que nos fez explorar a
possibilidade de incremento da atividade biolégica ao adicionarmos esta

funcionalidade ao nosso biciclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina (Esquema 8).
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Aldeido isoxazolinico Hidrazida Benzeno sulfonil
Hidrazona

Esquema 8. Rota sintética utilizada neste trabalho para obtenc¢éo das hidrazonas do heterociclo 2-

isoxazolina[5,4-b]pirrolidina

Os derivados de hidrazonas foram obtidos a partir da condensacao direta

entre aldeidos e a benzeno sulfonil hidrazida, em meio acido.
4.3- ABORDAGEM llI- ESTUDO ANTIBACTERIANO E ANTIFUNGICO.

1- Staphylococcus aureus
2- Bacillus subtillis

3- Micrococcus luteus

4- Enterococcus faecalis
5- Klebsiella pneumoniae
6- Candida albicans

7- Candida krusei

Todos o0s micro-organismos testes sao procedentes da colecdo de micro-
organismos do Departamento de Antibidticos da UFPE. E o estudo, de atividade
antibacteriana e antifungica, foi realizado segundo o método de difusdo em Agar
desenvolvido por Bauer e colaboradores ?. As substancias obtidas sinteticamente
neste trabalho, foram submetidas ao “screening” antimicrobiano, sendo utilizados os
seguintes meios de cultura:

Agar-Nutritivo (AN)

Agar Sabouraud (SAB)
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Foram pesados 2,0 mg das tiossemicarbazonas para-F e para-Cl dos
produtos a serem testados e solubilizados em 2,0 mL de DMSO, correspondendo a
uma concentragao de 1.000 ug/mL.

Os meios de cultura Agar Nutritivo e Agar Sabouraud foram preparados
segundo as instru¢des dos seus fabricantes e esterilizados em autoclave a 121° por
15 minutos. O meio Agar-Nutritivo foi utilizado para a avaliagdo da atividade
antibacteriana e o meio Agar Sabouraud, para avaliacdo da atividade antifungica.

Em placas de Petri estéreis de 9,0 cm de diametro, foram adicionados 10,0
mL do meio de cultura, e colocadas em superficie plana até completa solidificacéo.

Os inéculos bacterianos foram obtidos a partir de uma cultura de 24 horas de
cultivo e os indculos fungicos apos 48 horas. As suspensfes foram preparadas
utilizando-se agua destilada esterilizada e turbidez para o grau 0,5, da escala de
Mac Farland "®), equivalente a 10’ — 108 UFC/mL. Desta suspens&o, foram retirados
100,0 pL e espalhada com alg¢a de Drigalski em toda superficie da placa.

Discos de papel de filtro com diametro de 6 mm foram saturados com 100,0
ML da solugdo da substéncia a ser testada, correspondendo a 10,0 ug de cada
produto no disco.

Apbs completa evaporacdo do solvente nos discos de papel, estes foram
aplicados na superficie dos meios. As placas foram incubadas por 24 horas em
estufa a 37° C para as bactérias e 48 horas a 30° C para os fungos. Apos incubacéao,
foram efetuadas as leituras dos diametros dos halos de inibicdo em milimetros (mm).

As tiossemicarbazonas foram submetidas, em triplicata, a testes
antibacterianos para Staphilococcus aureus, Bacillus subtillis, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae e para antifingico para Candida
albicans e Candida krusei.



RESULTADOS E DISCUSSAO

44



45

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os derivados foram obtidos através de uma metodologia simples, barata e
com pouco tempo reacional. A purificagdo dos produtos (Figura 18) finais foi feita por

recristalizacdo em etanol, os mesmos foram obtidos na forma solida.

o H H
S—N-No
H-N
1 =N
H j
0
N
o D%
F Cl
Semicarbazona P-F Semicarbazona P-CI

Tiossemicarbazona P-F

Benzeno sulfonil Hidrazona P-F Benzeno sulfonil Hidrazona P-ClI

Figura 18. Estrutura dos derivados obtidos
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5.1- SINTESE DO ESTER ISOXAZOLINICO A PARTIR DO ENECARBAMATO
ENDOCICLICO N- (BENZILOXICARBONIL)-2-PIRROLINA ©9.

Em 2009, De Faria et al. desenvolveram a via sintética de duas séries de
ésteres isoxazolinicos biciclos piperidinicos (Esquema 9) e pirrolidinicos, sendo
estes materiais de partida para sintese dos nossos novos derivados isoxazolinicos

(56)

Trimiro da 1-Pirrolina

Q Etapai1 1-Pirrolina

C‘/ —
\

Ester

Et
is uxuuluucu Oz \ Enecarbamato
Etaga 3 endociclico

N n’}‘ OBn
D’;”J\
1 CO,Et

Etapad
. N Ester
Ester ] CO,Et benzoilado
desprotegido

Etadpa 5
N —— o
D.l'
Ry

Esquema 9. Rota sintética utilizada para obtencao do éster do heterociclo 2-isoxazolina[5,4-

b]pirrolidina N-benzoilado

De Faria et al., em 2009, também caracterizaram as peculiaridades reacionais
da sintese do biciclo, onde, os enecarbamatos endociclicos de 5 membros foram
obtidos através da N-acilagdo da 1-pirrolina, a -78°C, segundo o método de Kraus ,
que é desprotogido por Pd°/C em metanol, na posicdo N6, formando o éster N-
desprotegido, sendo seguidamente N-acilado por ET3N, CHCI; anidros e o cloreto de

benzoila adequado, formando o cicloaduto N-substituido ©®.
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Apesar de a metodologia ser amplamente dominada, algumas melhorias
foram realizadas, em uma dissertacdo de mestrado do nosso grupo de pesquisa, em
algumas etapas da sintese do cicloaduto de 5 membros ©%. Por exemplo, na etapa
2, deixou-se de usar gelo seco e etanol (-78°C), e passou-se a recolher o monémero
a temperatura ambiente ou a 0°C; de ambos 0os modos conseguiram-se rendimentos
proximos dos que eram encontrados a -78°C. Outra interessante economia foi a
retirada de cromatografia em coluna flash, utilizada na purificacdo dos ésteres, e

passando esta a ser realizada por recristalizagcdo em etanol.

Os ésteres isoxazolinicos foram entdo utilizados como material de partida
para o presente trabalho e a escolha do substituinte N-benzoila se deu gracas as
suas atividades biolégicas, para que pudéssemos aperfeicoar o resultado dos
Nnossos produtos finais.

5.2- SINTESE RACEMICA DAS SEMICARBAZONAS E TIOSSEMICARBAZONAS
DERIVADAS DE N-(BENZOIL)-2-ISOXAZOLINA[5,4-b] PIRROLIDINA.

O mecanismo reacional utilizado para obtencdo das semicarbazonas e
tiossemicarbazonas foi a reacdo direta entre nosso aldeido isoxazolinico e as
semicarbazidas e tiossemicarbazidas comerciais.

A literatura apresenta uma variedade de vias para a sintese de
tiossemicarbazonas e semicarbazonas 22636489 Em um recente estudo publicado

por Cunha et al. ¢

, que relatava a sintese de tiossemicarbazonas por uma reacao
catalitica one-pot, oferecia uma interessante metodologia, ja utilizada em nosso
grupo de pesquisa ©%, que poderia produzir derivados tiossemicarbazénicos dos

nucleos isoxazolinicos de 5 membros.

Os substituintes Cl e F foram escolhidos com o intuito de direcionar aos
produtos finais, semicarbazonas, tiossemicarbazonas e hidrazonas, maiores efeitos

nas atividades bioldgicas a serem avaliados, conforme revisdo bibliografica ©®.
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5.2.1- Sintese dos alcoois isoxazolinicos.

N&o € possivel chegar ao aldeido diretamente, porém, este problema foi
contornado através da reducdo do éster, ao respectivo alcool na posicdo C3, com
NaBH4. Reis, S. L. et al., desenvolveram tal método, o qual permitiu uma variedade
de alternativas para sintese de novos derivados hibridos isoxazolinicos, inclusive a

oxidac&o ao aldeido ©".

Para tanto, nosso éster foi dissolvido em metanol seco, e adicionou-se, trés
vezes, um equivalente-mol de boroidreto de sodio, e em duas horas o produto bruto
foi extraido e purificado por cromatografia em coluna flash, obtendo-se bons

rendimentos.

] 0, OH
~
) o
N
/ NaBH, _;N
0 e O

N MeOH

0’c

0 0
R4 Ry

Esquema 10. Sintese dos alcoois isoxazolinicos.

SUBSTITUINTES REDIMENTOS
R1=Cl 81%
R1=F 87%

Quadro 1. Substituintes e rendimentos dos alcoois isoxazolinicos pirrolidinicos.

Espectros de RMN de 'H e C®, IV-FT foram realizados, os hidrogénios
diasteroisotopicos do grupamento hidroximetila dos alcoois apresentaram-se como
dubletos em RMN de *H, em 4,35 e 4,45 ppm respectivamente, com uma constante
de acoplamento de 14 Hz. Os alcoois também apresentaram nos espectros de IV-
FT, bandas caracteristicas em torno de 3505 cm-1, relativamente finas e intensas,

caracterizando o estiramento da ligacdo O-H do grupamento hidroximetila em C3.
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5.2.2- Obtencédo Dos Aldeidos Isoxazolinicos Através Da Oxidagdo De Swern
Dos Alcoois Isoxazolinicos.

Como ja mencionado anteriormente a melhor maneira de chegarmos ao
aldeido isoxazolinico € passando pelo alcool isoxazolinico (produto intermediario) e

oxidando-o posteriormente.

O procedimento experimental utilizado foi o padrdo da reacdo de Swern
descrito no Esquema 11, por ser esta uma oxidacdo branda que permite a sintese

dos aldeidos isoxazolinicos com 6timos rendimentos.

OH
o H
e

',” TEA Dy

o DMSO /

N > 0

cloreto de oxalila
o CH,Cl,
-60°%C 0
R4
Ry

Esquema 11. Sintese dos aldeidos isoxazolinicos.

Foram sintetizados dois aldeidos isoxazolinicos, em C3, com os substituintes
cloro e flior na posicdo N6. Os aldeidos séo sélidos estaveis a temperaturas baixas

de coloracéo branca.

SUBSTITUINTES REDIMENTOS
R1=Cl 78%
R1=F 81%

Quadro 2. Substituintes e rendimentos dos aldeidos isoxazolinicos pirrolidinicos.

A oxidacdo de Swern dos alcoois foi muito bem sucedida e os respectivos
aldeidos foram caracterizados, principalmente pelos sinais em 9,8 ppm e 185,0 ppm
nos espectros RMN de *H e de *3C, respectivamente. Em relacdo aos espectros no
IVFT, os aldeidos apresentaram uma banda intensa em 1710 cm™, caracteristica do

estiramento da carbonila do aldeido.
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5.2.3- Obtencgéo De Isoxazolil-Semicarbazonas E Tiossemicarbazonas

Usou-se a metodologia direta (condensacdo dos aldeidos com as
semi/tiossemicarbazidas comerciais) para a sintese das semicarbazonas e
tiossemicarbazonas do biciclo pirrolidinico (Esquema 12). Procedeu-se com a
solubilizacdo da semicarbazida ou tiossemicarbazida em etanol, aplicando o acido
cloridrico concentrado como catalizador, e por fim adicionando-se os aldeidos. As
condensacOes foram acompanhadas por CCD, e em cerca de uma hora, houve o
total consumo dos reagentes limitantes. ApOs a extracdo e secagem, as isoxazolil-
semicarabazonas e tiossemicarbazonas foram obtidas como soélidos (branco a

bege), que foram purificados por meio de recristalizacdo em etanol gelado.

A

HN NH,

|
H 0 H_ =N
~N X NH; ———= <N

!
0 + Y 0

N _NH N
H,N
_Ja=0
O%\@\ ‘\{:L 5 0
R1 R-'

Esquema 12. Sintese das semicarbazonas e tiossemicarbazonas do 2-biciclo isoxazolinico

pirrolidinico.

SUBSTITUINTES REDIMENTOS
R1=F; X=0 56%
R1=F; X=S 61%
R1=Cl; X=0 58%
R1=Cl; X=S 59%

Quadro 3. Substituintes e rendimentos das isoxazolil-semicarbazonas e tiosemicarbazonas

pirrolidinicas.
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Os rendimentos obtidos se devem provavelmente ao método de purificagdo

dos compostos, o qual pretendemos aperfeicoar.

Nos espectros de 'H de ambas semicarbazonas (anexos 1 e 2) e
tiossemicarbazonas ( FIGURA A) é possivel visualizar a ligacdo NN-H da funcéo,
gue se apresenta como um dupletos na faixa de 7,0-8,0 ppm, conforme com o que
relata a literatura (.

Outro fato, é que, os hidrogénios das semicarbazonas HC=N tém seus sinais
geralmente proximos dos sinais dos hidrogénios aromaticos, 8,45 e 7,85 ppm, sendo
detectada a presenca dos mesmos pela integracdo dos sinais.

Com relacdo aos espectros de IV-FT (anexos 3 e 4), bandas finas e
relativamente intensas, correspondentes ao estiramento NN-H, estdo presentes
entre 3170 e 3430 cm-1, confirmando assim, a fungdo semi/tiossemicarbazona nas
estruturas dos hibridos FIGURA B.

A caracterizacdo do biciclo pirrolidina[3,2-d]-2-isoxazolina, presente no
cicloaduto se faz facilmente através de espectrometria de RMN, nas quais, sinais
diagnosticos da formacao do cicloaduto sédo evidentes, com dubletos ou sinais largos

proximos de 6,2 ppm em *H RMN.

},8.“ ppm

N ox 785 ppm
H~-N A

11,65 ppm 1.85 ppm

8.45 ppm
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Figura 19. A, B — Respectivos espectros de, RMN de 1H e IV-FT da tiossemicarbazona p-F

5.3- SINTESE DAS HIDRAZONAS, DERIVADAS DA MISTURA RACEMICA DO
HETEROBICICLO 2-ISOXAZOLINA[5,4-b]PIRROLIDINA.

A condensacdo das hidrazidas é um método frequentemente utilizado quando
se deseja sintetizar hidrazonas, e ja se tinha experiéncias bem sucedidas com esta
reacdo, utilizando hidrazidas isoxazolinicas, com varios aldeidos fenil-
parasubstituidos (em nosso caso com os substituintes Cl e F) com propriedades

eletronicas diversas na porgao arila.
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Benzeno sulfonil
Aldeido isoxazolinico Hidrazida Benzeno sulfonil
Hidrazona

Esquema 13. Sintese das hidrazonas isoxazolinicas.

Foram preparadas solugbes das hidrazidas em etanol, e realizada uma
catalise 4cida, a temperatura ambiente, entre as solu¢cbes de hidrazidas e o aldeido
isoxazolinico. A reagcdo se processou instantaneamente, com precipitacdo da
hidrazona em menos de 2 minutos. Entretanto a conclusdo da reacdo demorou
aproximadamente 2 horas.

Apbs o término da reacédo foi realizada extracdo e secagem das hidrazonas,

que se apresentaram como solidos brancos cristalinos e bastante estaveis quando

puros.
SUBSTITUINTES REDIMENTOS
R1=CI 52%
R1=F 81%

Quadro 4. Substituintes e rendimentos das isoxazol-hidrazonas.

As estruturas das hidrazonas foram devidamente elucidadas por métodos
espectrométricos (RMN deiH, RMN de 13C e IV-FT) que constam nos anexos. Os sinais
caracteristicos do heterobiciclo, aparecem em torno de 6,0 ppm em RMN de 1H e 90,0
ppm em RMN de 13C, respectivamente do hidrogénio e do carbono do metino (a ao
atomo de nitrogénio) da juncdo dos anéis, que confirmam a presenca da 2- isoxazolina
azabiciclica. Com deslocamento quimico em 8,41 ppm aparece respectivamente o
hidrogénio da ligagdo CH=N.

V. 4 — Estudo bioldgico




54

1900ral

1900ral

1900ral

1900ral -

B Micrococcus luteus
1900ral -

M Candida albicans

1900ral - m Staphylococcus aureus

1900ral -

1900ral -

1900ral -

Tiossemicarbazona p-F Tiossemicarbazona p-Cl

Figura 20. Halos de Inibicao contra Micrococcus luteus, Candida albicans e Staphylococcus aureus

As tiossemicarbazonas nao apresentaram o desempenho esperado sobre os
procariotas analisados, contrariando o que era apresentado na literatura ?®*Y, onde
trabalhos de Chandra e colaboradores e Kasuga e colaboradores desenvolveram
complexos de semicarbazonas, que também na forma de ligantes, demonstraram-se
ativos sobre os microrganimos S. aureus, E. coli, e P. aeruginosa em baixas

concentragoes.

Outro resultado inesperado foi a atividade fungicida das tiossemicarbazonas,
gue apresentaram halos considerados pequenos contra os fungos testados. Pois,

(2641) revelar uma atividade moderada dos derivados

apesar de a literatura
tiossemicarbazonicos sobre os fungos testados, era esperado uma melhor atividade
inibitéria das substancias sintetizadas, principalmente sobre a C. albicans, o qual se
tem relatos de sofrerem grande acdo fungicida de semicarbazonas, como pode ser

visto no estudo de Kasuga e colaboradores “Y.
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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6- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As reacdes de sintese de enecarbamatos endociclicos de 5 membros, as
reacoes de cicloadicdo 1,3-dipolar a as reacdes de formacdo do alcool e do aldeido
séo sensiveis a umidade e foram realizadas sob atmosfera de argbnio, em aparato
previamente seco em estufa por quatro horas (120°C).

As reacdes de hidrogendlise foram realizadas sob pressdo positiva de
hidrogénio, borbulhando-se o0 gas no meio reacional.

O cloroférmio foi seco com cloreto de calcio anidro. O metanol foi tratado com
Mg%/I, e destilado antes do uso. Tetraidrofurano (THF), benzeno e tolueno foram
tratados com sodio/benzofenona e destilados imediatamente antes do uso; e o
DMSO foi tratado em peneira molecular, previamente seca em estufa por 4h
(120°C). Acetato de etila e N-hexano, utilizados em colunas cromatograficas, foram
destilados. Quando ndo mencionado, reagentes e solventes foram utilizados sem
prévio tratamento.

A analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi efetuada em
cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), com espessura de 0,2 mm, contendo
indicador para 254 nm. A visualizagdo das manchas foi efetuada com lampada de
U.V. ENF - 2400 C/F, &cido fosfomolibdico 7% em etanol (neste casoseguido de
aguecimento e sem exposicao a lampada) ou por absorcéo de iodo.

As colunas cromatograficas foram empacotadas com gel de silica 60 (230 —
400 mesh) e eluidas sob pressao (Flash).

Os espectros no infravermelho (1.V-FT) foram obtidos em aparelhos Bruker
IFS 66 (transformada de Fourier), com as frequéncias de absorcédo sendo expressas
em cm-1, utilizando-se pastilhas ou janelas de KBr.

Os espectros RMN de 'H, e RMN *3C foram obtidos em aparelhos Variam
Unity 300 MHz. Os deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em ppm, tendo como
padrdo interno o tetrametilsilano para RMN *H e o solvente da analise (DMSO-d6 ou
CDCls) para RMN de *C. Os sinais dos espectros de RMN 'H sdo designados da
seguinte forma: deslocamento quimico (ppm), multiplicidade (s = singleto, d =
dubleto, dl = dubleto largo, t = tripleto, tl = tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo
dubleto, dt = duplo tripleto, ddl = duplo dubleto largo, m = multipleto, ml = multipleto

largo, sl = sinal largo), constante de acoplamento (Hz) e nimeros de hidrogénios.
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6.1- SINTESE RACEMICA DOS DERIVADOS SEMICARBAZONAS E
TIOSEMICARBAZONAS DE 2-ISOXAZOLINAS PIRROLIDINICAS.

6.1.1- Trimero da 1-pirrolina (isémero a)

NaOH{aq:l
AgNO; cat.
| o°C N

Esquema 14. Sintese do trimero da 1-Pirrolina

Uma solucéo aquosa de hidréxido de sodio (8,61g; 215 mmols) foi preparada,
e a uma temperatura de 0°C, sob vigorosa agitacdo, aplicaram-se a pirrolidina (8,7
mL; 108 mmols), e nitrato de prata (88 mg; 0,48 mmol), em um total de 90,0 mL de
agua. Por fim, uma solucdo 25% de persulfato de sodio (33,82 g; 107,9 mmol; 90
mL) foi adicionada, lentamente, ao sistema pré-reacional, o qual permaneceu em
agitacdo por uma hora a 0°C e mais trés horas a temperatura ambiente.

A solucdo escura resultante foi extraida com diclorometano (4 x 30,0 mL).
Secou-se a fase organica com sulfato de sédio anidro e apdés remocédo do solvente
obteve-se 4,6 g de um liguido amarelado viscoso, correspondendo a um rendimento
de 65,0 % do trimero.

O trimero é utilizado, o mais rapido possivel, sem qualquer purificacdo
adicional, na preparacdo do enecarbamato N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina, devido a

sua instabilidade.

Propriedades Fisicas do Trimero

- Oleo amarelo viscoso;

- Sensivel a solventes préticos.

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de *H (CDCls, 5, ppm, 300 MHz, t.a.).

(parte do mondémero esta presente, devido ao equilibrio).
1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m); 2,99 (m); 3,82(m); 7,59 (s).
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6-1.2- N-(Benziloxicarbonil)-2-Pirrolina

D o O

o
QO

Esquema 15. Sintese do N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina.

Foi realizada a co-destilacdo da solucéo de trimero da 1-pirrolina (4,6 g; 217
mL de THF seco) a 80°C, em atmosfera anidra, recolhendo-se a solugéo limpida
incolor em um baldo a 0°C. Ao término da destilacdo, juntaram-se a solucao
destilada, em refluxo, a trietilamina (20 mL; 43,2 mmols) e a solucdo 50% de
cloroformato de benzila (50 mL; 44,4 mmols), em tolueno, esta adicionada
lentamente, mantendo-se o refluxo durante quatro horas.

A suspensédo resultante foi filtrada em funil sinterizado e ap6s remocao do
solvente, obteve-se um Oleo amarelado. O cloreto de benzila, presente como
subproduto, foi removido por filtragdo simples em coluna cromatografica “flash”,
utilizando-se apenas hexano e AcOEt/n-hexano 1:9. Obteve-se 3 g de um liquido

incolor correspondendo a um rendimento de 65,5% do enecarbamato.

PROPRIEDADES FiSICAS

- Oleo incolor

- Rf = 0,26 (AcOEt/hexano 1: 9)

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 1H (CDCl3, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

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

I.V. (filme, cm-1), principais sinais.

3.032, 2.956, 1.706, 1.618, 1.422, 1.342, 1.214, 1.128, 756, 698.
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6.1.3- Ester 6-benzil-3-etil do acido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo [3,2-d]isoxazol-
3,6-dicarboxilico

(>

o
~
N Q

e g
o Ly

Esquema 16. Sintese do éster 6-benzil-3-etil do acido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo [3,2-d]isoxazol-3,6-

dicarboxilico.

Em um baldo acoplado a um funil de adicdo com equalizador de pressao e
contendo um agitador magnético, foi adicionado o enecarbamato (3 g; 14,78 mmol),
cloroférmio (60,0 mL) para dissolver o enecarbamato. Em seguida, aplicou-se a
trietilamina (26 ml; 44,34 mmols, excesso de dois equivalentes-mol em relacdo ao
enecarbamato, aplicada em duas partes alternadas a solucdo do precursor do
CEFNO). A este sistema, sob forte agitacdo, deixou-se gotejar calmamente, a
solugcéo de clorooximidoacetato de etila, precursor do dipolo, (4,4 g; 37,73 mmol,
excesso de um equivalente-mol em relacdo enecarbamato). A reacdo foi
acompanhada através de CCD, onde se percebeu a formacdo do produto,
cicloaduto, desde o inicio da adi¢do do precursor do N-6xido de nitrila.

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

g do cicloaduto, correspondendo a um rendimento de 80%.

Propriedades Fisicas

- Oleo amarelo claro viscoso.

- Rf = 0,47 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros.
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7,36 (m; 5H); 6,53 e 6,42 (d; J=7,5Hz; 1H; rotameros); 5,2 (m; 2H); 4,36 (m; 2H);
4,08 (m; 1H); 3,84 (m; 1H); 3,18 (dt; J= 11,1Hz; J= 11,1Hz; J=6,3; 1H); 2,23 (m; 2H);
1,37 (t; J=7,2Hz; 3H).

6.1.4- Ester etilico do &cido 3a,4,5,6,6a-tetrahidropirrolo[3,2- d]isoxazol-3-
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Esquema 17. Sintese do éster etilico do acido 3a,4,5,6,6a-tetrahidropirrolo[3,2- d]isoxazol-3-

carboxilico

carboxilico.

Dissolveu o cicloaduto (3,5 g; 19,25 mmol) em metanol P.A. (185,0 mL). Em
seguida, adicionou-se o paladio/carbono 10% (150 mg) e a mistura reacional, sob
agitacao vigorosa, borbulhou-se o gas hidrogénio durante uma hora, quando por
CCD se pode confirmar o fim da reacao.

Promoveu-se uma filtracdo a vacuo, sob uma camada de celite, apés a
remocao do solvente, e pdde-se obter 1,8 g da isoxazolina N-desprotegida pura,
correspondendo a um rendimento quantitativo. O produto desprotegido foi utilizado
nas reacbes subsequentes sem necessidade de submetimento a qualquer

procedimento de purificagéo.

Propriedades Fisicas

- Oleo incolor

- Rf = 0,25 (AcOEt/n-hexano 1:1).

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 1H (CDCl3, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

6,07 (d; J= 6,9Hz; 1H); 4,32 (m; 2H); 3,87 (m; 1H); 3,12 (m; 1H); 2,81 (ml; 2H); 2,07
(m; 2H); 1,35 (t; J=6Hz; 3H).
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RMN de **C (CDCI3, 5, ppm, 75 MHz, t.a.).
160,5 (C); 152,3 (C); 100,8 (CH); 61,9 (CH,); 49,1 (CH,); 42,8 (CH); 29,9 (CH,); 14,0
(CHs).

6.1.5- Ester etilico do acido 6-(4-flior-benzoil)-4,5,6a tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carboxilico

T

F

Figura 18. Sintese do éster etilico do &cido 6-(4-flior-benzoil)-4,5,6a tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carboxilico.

Em um baldo de 250 mL foram solubilizados a isoxazolina N-desprotegida
(1,8 g; 9,78 mmols) e trietilamina seca (1,3 mL; 10,8 mmol), em cloroférmio seco
(125,0 mL). Sob vigorosa agitacéo, adicionou-se cloreto de 4-flior-benzoila (1,5 mL;
9,78 mmol), que foi adicionado lentamente durante 10 minutos e sob atmosfera de
argonio. A reacao foi deixada sob agitacdo, a temperatura ambiente, por mais uma
hora adicional.

Apo6s remocgdo do solvente, promoveu-se uma extracdo com 30,0 mL de
acetato de etila para dissolver o produto reacional, seguida de 15,0 mL de agua
destilada e mais 4 x 20,0 mL de acetato de etila, os resquicios de agua foram
removidos com sulfato de sédio anidro, seguida de uma filtracdo simples, onde por
fim removeu-se o solvente no evaporador rotatério.

O produto foi purificado através de cromatografia em coluna utilizando-se
acetato de etila/n-hexano 3 : 7, obtendo-se 1,5g do N-(4-clorobenzoil)-isoxazolina

puro. Essa reacdo possuiu um rendimento de 51%.
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Propriedades Fisicas

- Precipitado branco cristalino.
- Rf = 0,39 (AcOEt/n-hexano 1:1)
- Ponto de fuséo: 74°C.

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

1,38 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 2,22 (m; 1H); 2,40 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,5Hz; 1H); 3,20 (ml;
1H); 4,12 (t; J = 8,0Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl; 2H).
RMN de 13C (CDCI3, 5, ppm, 75 MHz, t.a.)

14,08 (CHj3); 27,95 (CHy); 43,53 (CHy); 51,19 (CH); 62,4 (CHy); 96,17(CH); 115,6(d; J
= 21,5Hz; CH); 130,4(CH); 164,1(d; J = 250,0Hz; C-F); 131,0(C); 152,4(C);
159,8(C=0); 168,7(C=0).

L.V. - FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

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

6.1.6- Ester etilico do &acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a- tetrahidro-3ah-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico

Cl

Esquema 19. Sintese do éster etilico do &cido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a- tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carboxilico.

Procedimento experimental idéntico ao item VI.1.5.
Isoxazolina N-desprotegida (1,8 g; 9,78 mmol), trietilamina seca (1,3 mL; 10,8
mmols), cloroférmio seco (125,0 mL) e cloreto de 4-clorobenzoila (1,7 mL; 9,78

mmoles).
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Uma extragcdo com acetato de etila, seguida de uma cromatografia em coluna
“flash” (gel de silica AcOEt/n-hexano 3:7), forneceu 2 g do cicloaduto,

correspondendo a um rendimento de 62,0 %.

Propriedades Fisicas

- Precipitado branco cristalino.

- Rf = 0,38 (AcOEt/n-hexano 1:1).

- Ponto de Fuséo: 63-65°C

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

1,36 (t;J = 7,0Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,37 (ddl; J = 5,9Hz; J = 12,9Hz; 1H); 3,17 (sl,
1H); 4,07 (m;1H); 4,35(m; 3H); 6,16 (sl; 1H; rotamero em 6,97); 7,4 (dl; J = 8,4Hz;
2H); 7,6 (ml; 2H).

RMN de 13C (CDCIS3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

14,0(CH3); 27,8(CH,); 43,5(CHy); 51,1(CH); 62,3(CHy); 95,8(CH); 128,6(CH);
129,5(CH); 133,1(C); 137,0(C); 152,2(C); 159,7(C=0); 168,5(C=0).

L.V. - FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

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

6.1.7- Obtencao do alcool (4-flaor-fenil)-(3-hidroximetil- 3a,4,5,6a-tetrahidro-

pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona
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Esquema 20. Obtencao do alcool (4-fltor-fenil)-(3-hidroximetil- 3a,4,5,6a-tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-6-il-metanona.

A uma solucéo de éster (1g; 3,35 mmol) e metanol seco (90,0 mL), a 0°C e
sob vigorosa agitacéo, adicionou-se NaBH4 (0,38 g; 10,02 mmol; 3 equivalentes-mol

do éster isoxazolinico) em trés partes iguais. Ao término da adi¢do, deixou-se sob
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agitacdo por cerca de uma hora a 0o C e uma hora a t.a. A reacao foi acompanhada
através de CCD, onde se visualizou a formag&o do alcool desde o inicio da adi¢édo
do NaBH4.

Apoés remocdo do metanol, realizou-se uma extracao solubilizando o produto
em 30,0 mL de acetato de etila, seguida da adicdo de 20,0 mL de agua destilada e
acetato de etila (3 x 20,0 mL). Retirou-se a dgua com Na,SO, anidro, o solvente foi
filtrado e removido. Conseguindo-se um 06leo incolor bastante viscoso, no qual, apos
cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcOEt/n-Hexano 4:3 no inicio, e 7:3
apos saida do produto), pode-se obter 0,8 g do respectivo alcool puro, com um
rendimento de 87 %.

Propriedades Fisicas

- Oleo incolor viscoso.

- Rf = 0,10 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

2,06 (m, 1H); 2,27 (dd; J = 12,6; J = 5,7 Hz; 1H); 3,00 (m, 1H) rotamero 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); rotamero em 6,53; 7,33 (m; 2H); 7,67 (m; 2H).

RMN de **C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

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

I.V. - FT (janela de KBr, cm-1), principais sinais.

3506, 3052, 2970, 2884, 1639, 1597, 1500, 1415, 1210, 1153, 845
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6.1.8- Obtencdo do &lcool (4-clorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a- tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona
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Esquema 21. Obtencéo do alcool (4-clorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a- tetrahidro-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-6-il-metanona.

Procedimento experimental idéntico ao item VI.1.7.

Ester isoxazolinico (1 g; 3,25 mmol), metanol (100,0 mL), NaBH4 (0,37 g; 9,88
mmols).

Foi obtido um o6leo incolor bastante viscoso, no qual, apos cromatografia em
coluna “flash” (gel de silica, AcOEt/n-Hexano 7:3), obteve-se 0,81 g do respectivo

alcool puro, com um rendimento de 81 %.

Propriedades Fisicas

- Oleo incolor viscoso

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

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

2,00 — 2,20 (m, 1H); 2,30 (dd, J = 13 Hz; J = 5,7 Hz; 1H); 2,90 — 3,65 (m, 2H); 4,00
(m, 1H); 4,35 (d; J = 14,1 Hz; 1H); 4,44 (d; J = 14,1; 1H); 5,97 (d; J = 7,0 Hz; 1H)
rotdmero em 6,72; 7,40 (d; J = 8,1 Hz, 2H); 7,64 (dI; J = 8,0 Hz, 2H).

RMN de *3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

26,7 (CHy); 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).

L.V. - FT (janela de KBr, cm™), principais sinais.

3508, 3080, 2970, 2888, 1632, 159, 1505, 1420, 1215, 848.
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6.1.9- Obtencdo do 6-(4-fltor-benzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro- 3ahpirrolo[3,2-
d]isoxazol-3-carbaldeido

OH 0 H

\.N -
[‘; N
— 0

o

F F

Esquema 22. Obtencéo do 6-(4-flior-benzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro- 3ahpirrolo[3,2-d]isoxazol-3-

carbaldeido.

Adicionou-se a um baldo, 0,32 mL de cloreto de oxalila (3,75 mmol) e 6,9 mL
de CH,CI; seco e deixou-se sob agitacao a temperatura de —72°C, sob atmosfera de
argbnio. Concomitantemente, sdo elaboradas mais outras duas solucbes a t.a.; a
primeira (solugdo 1) contendo 0,54 mL de DMSO seco (7,53 mmol) em 2,5 mL de
CH.CI;, e a segunda (solucdo 2) contendo o &lcool (0,51g: 1,93 mmols) em 2,5 mL
de CH,Cl,. Estabilizaram-se a agitacdo e a temperatura, a —72 °C, e adicionou-se a
solucéo 1, ao baldo reacional, deixou-os em agitacdo por 2 minutos. Em seguida, a
solucéo 2 foi aplicada lentamente durante 5 minutos, deixando-se em agitacdo por
mais 15 minutos. Por fim, adicionou-se a trietilamina (2,15 mL; 15,28 mmols),
deixando-se a reacdo em agitacdo por 5 minutos. Através de CCD verificou-se que
todo o alcool havia sido consumido, evidenciando-se a formacdo do aldeido,
parando a reacdo com a aplicacdo direta de 4gua destilada no meio reacional.

Realizou-se uma extragdo com diclorometano P.A. (3 x 20,0 mL), retirando-se
a dgua com sulfato de sodio anidro. Apds remocao do solvente, o produto bruto foi
submetido a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica AcOET/n-Hexano 1:4),
permitindo a obtencéo de 0,65 g do aldeido puro, correspondendo a um rendimento
de 80,1%.

Propriedades Fisicas

- Sélido amorfo amarelo claro
- Rf =0,45 (AcOEt/n-hexano 2:3)
- Ponto de fusdo: 129 °C.
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DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCls, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), 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 (s,
1H); 6,24 (sl; 1H); 7,12 (t; J = 8,4 Hz; 2H); 7,69 (sl; 2H); 9,88 (s, 1H).

RMN de **C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,3 (CHy); 43,4 (CHy,); 48,4 (CH); 97,1 rotamero em 94,3; 115,6 (d; J = 21 Hz; CH);
130,5 (CH); 132,0 (C); 159,1 (C=N); 162,5 e 165,8 (d; J= 250 Hz, C); 168,6 (C=0);
185,2 (C=0).

IV- FT (pastilha de KBr, cm-1), principais sinais.

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

6.1.10- Obtencdo do 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carbaldeido
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Esquema 23. Obtencao do 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-

carbaldeido.

Procedimento experimental idéntico ao item VI.1.9.

Cloreto de oxalila 0,32 mL (3,58 mmols), 7,1 mL de CH,CI, seco, solucéo 1,
0,5 mL de DMSO seco (7,2 mmols) em 1,8 mL de CH.CI, (seco), solucdo 2:
contendo o alcool (0,81 g: 2,89 mmols) em 2 mL de CH,Cl; e (5,3 mL; 37,6 mmol) de
trietilamina.

Finalizou-se a reacédo executa-se uma extracdo, removeu-se 0 solvente e
obteve-se 0,53 g do aldeido puro, apds cromatografia em coluna “flash” (gel de silica
AcOET/n-Hexano 1:4), o correspondente a um rendimento de 81 %.

Propriedades Fisicas
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- Solido amorfo amarelo claro

- Rf = 0,43 (AcOEt/n-hexano 2:3)

- Ponto de fuséo: 124 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (DMSO-D®, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

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

RMN de *C (DMSO-D®, &, ppm, 75 MHz, t.a.),presenca de rotameros.

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

IV - FT (pastilha de KBr, cm-1), principais sinais.

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

6.1.11- Obtencédo da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-

carboxiamida
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Esquema 24. Obtencéo da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carboxiamida.

Em um baldo de 25 mL, foram adicionados a temperatura ambiente, a
semicarbazida (87 mg; 0,58 mmol), etanol P.A. (11 mL), e acido cloridrico
concentrado P.A (2 gotas). Ao mesmo instante que se aplica a solucdo o aldeido
isoxazolinico p -F (150,0 mg; 0,58 mmol), nota-se a formacdo de um precipitado
branco, e em 50 minutos uma CCD demonstra o final da reacao.

Apo6s remocdo do solvente, foi feita a extracdo e recristalizagcdo da
semicarbazona isoxazolinica em etanol P.A., obtendo-se 126 mg do produto puro,

com 56% de rendimento.
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6.1.12- Obtencgé&o da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-
carbotioamida.
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Esquema 25. Obtencao da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carbotioamida.

2

Sob temperatura ambiente, preparou-se uma solugcdo contendo
tiossemicarbazida (95,6 mg; 0,57 mmol) em 6 mL de etanol P.A., em seguida,
acidificou-se 0 meio com duas gotas de &cido cloridrico concentrado P.A. Sob
agitacdo vigorosa, adicionou-se lentamente ao sistema o aldeido isoxazolinico p-F
(150 mg; 0,58 mmol). Uma suspensdao amarelo-clara de precipitado branco foi se
formando com decorrer da aplicacdo do aldeido, e em 45 minutos uma CCD revelou
o final da reacéo.

Removeu-se o0 solvente em evaporador rotatério, realizou-se uma extracdo com
acetato de etila e posterior purificacdo por recristalizacdo em etanol P.A., obtendo-se

143 mg da tiossemicarbazona isoxazolinica, oferecendo rendimento 61 %.
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6.1.13- Obtenc¢éo da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-
carboxiamida.
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Esquema 26. Obtencao da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carboxiamida.

A semicarbazida (135,4 mg; 0,57 mmol) e o etanol P.A. (7 mL) séo
adicionados em um baldo de 25 mL, formando uma suspenséo, a qual logo apés a
aplicacdo do &cido cloridrico concentrado P.A (2 gotas), é desfeita. Notou-se que
minutos seguintes a adicdo do aldeido isoxazolinico p-F (150 mg; 0.85 mmol),
formou-se um precipitado, e em 50 minutos uma CCD revelou o desfecho da reacéo.

Seguidamente a remocao do solvente, realizou-se uma extragdo com acetato
de etila, e purificou-se o precipitado por meio de recristalizacdo em etanol. Foram

obtidos 127 mg do produto puro, que representa 58 % de rendimento.

6.1.14- Obtencao da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-

carbotioamida
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Esquema 27. Obtencao da tetrahidro-pirrolo[3,2-d]isoxazolo-6-il-metanona-hidrazina-carbotioamida.
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Em um baldo de 25 mL, pesou-se a tiossemicarbazida (90 mg; 0,54 mmol).
Em seguida, uma parte do solvente reacional € adicionada (etanol P.A., 2 mL),
iniciou-se a agitacao a t.a., onde se péde observar uma pequena solubilizacdo do
reagente. Na sequéncia, acrescentaram-se duas gotas de acido cloridrico conc. P.A,
e rapidamente se po6de verificar a completa solubilizacdo do reagente. Por fim,
acrescentou-se, gota-a-gota, uma solucdo de aldeido isoxazolinico p-Cl (150 mg;
0,54 mmol; 3,5 mL de etanol P.A.). Durante a adicdo, notou-se a mudanca de
coloragéo, do incolor a amarelo escuro, e em 55 minutos foi realizada uma CCD que
confirmou o final da reacéo.

Com a retirada do solvente formou-se um precipitado amarelo, que quando
recristalizado em etanol, deu origem a 135 mg de tiossemicarbazona isoxazolinica p-

Cl pura, cujo rendimento corresponde a 59%.

6.2- SINTESE RACEMICA DOS DERIVADOS BENZENO-SULFONIL-HIDRAZONAS
2- ISOXAZOLINAS PIRROLIDINICAS.

6.2.1- Obtencdo da benzeno sulfonil hidrazida do &cido-6-(4-fluoro-benzoil)-
4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico
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Esquema 28. Sintese da hidrazida do acido-6-(4-fluoro-benzoil)- 4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-

d]isoxazol-3-carboxilico.
A uma solucao de benzeno sulfonil hidrazida (250 mg; 1,43 mmol) em etanol

absoluto (8 mL), contendo duas gotas de acido cloridrico 37%, foi adicionado, gota-
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a-gota (150 mg, 1,43 mmol) do nosso aldeido p-F. A mistura reacional ficou sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 2 horas, onde se pode evidenciar uma
coloracdo amarela.

O solvente foi removido e a extracdo com acetato de etila foi realizada e
depois de recristalizado em etanol, obtivemos 280 mg da hidrazona pura,

correspondendo a um rendimento de 68 %.

6.2.2- Obtencdo da benzeno sulfonil hidrazida do &cido-6-(4-cloro-benzoil)-
4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico

H o
0 U |
N
N i ¢
5 i
S=O
+ | 0
N N—H —>
| N
?’— H
H o~
EF
Benzeno sulfonil a
Aldeido isoxazolinico Hidrazida Benzeno sulfonil

Hidrazona

Esquema 29. Sintese da benzeno sulfonil hidrazida do acido-6-(4-cloro-benzoil)- 4,5,6,6a-tetrahidro-

3ah-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico.

A uma solucéo da benzeno sulfonil hidrazida (250 mg; 1,43 mmol) em etanol
absoluto (8 mL), contendo duas gotas de acido cloridrico 37%, foi adicionado, gota-
a-gota (150 mg, 1,43 mmol) do nosso aldeido p-Cl. A mistura reacional ficou sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 2 horas, onde se pode evidenciar uma
coloracdo amarela.

O solvente foi removido e a extragdo com acetato de etila foi realizada e
depois de recristalizado em etanol, obtivemos 210 mg da hidrazona pura,

correspondendo a um rendimento de 52 %.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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7. CONCLUSOES

e Os derivados isoxazolinicos foram obtidos partindo de uma metodologia
simples e econ6mica, onde os compostos foram sintetizados em curto tempo
reacional.

e Neste estudo, foi comprovada a versatilidade quimica e biologica dos
heterociclos pirrolidina[3,2-d]-2-isoxazolina, otimizando a sintese dos ésteres
e desenvolvendo com sucesso as sinteses dos alcoois e dos aldeidos
isoxazolinicos, e em seguida, formando hibridos ativos dos aza-biciclos.

e Para se obter os novos derivados de semicarbazonas e tiossemicarbazonas,
foram sintetizados dois derivados &lcoois com seus respectivos aldeidos
isoxazolinicos de 5 membros.

e Os derivados de tiosemicarbazonas néo apresentaram o desempenho
esperado, conforme relatado em literatura, sobre os procariotas analisados
assim como também apresentaram a atividade fungicida pequena a

moderada.
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8. PERSPECTIVAS

e Diante da versatilidade relatada na literatura, com a formacdo de inidmeros
complexos de semicarbazonas, tiossemicarbazonas e hidrazonas, pretende-
se, entdo, desenvolver séries de complexos metalicos: ruténio, cobre, platina.
E averiguar a atividade antineoplasica, antichagasica e antimicrobiana entre
ligantes e complexos.

e Concluséo dos testes bioldgicos;

e Melhorar a metodologia de purificagdo, garantindo resultados melhores
guanto ao rendimento.

e Melhorar a solubilidade dos produtos, garantindo assim maior facilidade na
obtencado dos resultados biolégicos;

e Avaliacdo dos novos compostos quanto a atividade antichagéasica.
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