UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA

EDUARDA KARYNNE SOUZA

NOVOS ACIDOS HIDROXAMICOS CONTENDO OS NUCLEOS 2-ISOXAZOLINA
AZABICICLICA DE CINCO E SEIS MEMBROS. PLANEJAMENTO, SINTESE E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI Trypanosoma cruzi

Recife
2019



EDUARDA KARYNNE SOUZA

NOVOS ACIDOS HIDROXAMICOS CONTENDO OS NUCLEOS 2-ISOXAZOLINA
AZABICICLICA DE CINCO E SEIS MEMBROS. PLANEJAMENTO, SINTESE E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI Trypanosoma cruzi

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pés-Graduacéo em Inovacao
Terapéutica do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco,
requisito obrigatério, para a obtencédo do
Titulo de Mestre em Inovacgao Terapéutica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. Antbnio Rodolfo de Faria
COORIENTADOR: Valéria Pereira Hernandes

Recife
2019



Catalogagéao na fonte:
Bibliotecaria Claudina Queiroz, CRB4/1752

Souza, Eduarda Karynne

Novos acidos hidroxamicos contendo os nucleos 2-isoxazolina
azabiciclica de cinco e seis membros. Planejamento, sintese e
avaliagdo da atividade anti Trypanosoma cruzi / Eduarda Karynne
Souza - 2019.

202 folhas: il., fig., tab.

Orientador: Anténio Rodolfo de Faria

Coorientadora: Valéria Pereira Hernandes

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco.
Centro de Biociéncias. Programa de Pés-Graduagédo em Inovagao
Terapéutica. Recife, 2019.

Inclui referéncias e apéndices.
1. Farmacos 2. Doencga de Chagas 3. Hibridizagdo molecular
I. Faria, Anténio Rodolfo de (Orientador) Il. Hernandes, Valéria

Pereira (Coorientadora) lll. Titulo

616.9363 CDD (22.ed.) UFPE/CB-2020-059




EDUARDA KARYNNE SOUZA

NOVOS ACIDOS HIDROXAMICOS CONTENDO OS NUCLEOS 2-ISOXAZOLINA
AZABICICLICA DE CINCO E SEIS MEMBROS. PLANEJAMENTO, SINTESE E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI Trypanosoma cruzi

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacdo em Inovacéo
Terapéutica do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco,
requisito obrigatério, para a obtencdo do
Titulo de Mestre em Inovacao Terapéutica.

Aprovada em: 15 de agosto de 2019.

BANCA EXAMINADORA

PRESIDENTE E EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. Anténio Rodolfo de Faria
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade Federal de Pernambuco)

EXAMINADOR INTERNO: Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo
(Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica — Universidade Federal de
Pernambuco)

EXAMINADORA EXTERNA: Prof.2 Dr.2 Ivani Malvestiti

(Departamento de Quimica Fundamental - Universidade Federal de Pernambuco)



Ao grande arquiteto e designer do universo. Ao que é o arquétipo, que ndo pode
ter seus juizos sondados ou seus caminhos prescrutados. Aquele cuja mente n&o
pode ser conhecida e que n&o precisa de conselhos. Aquele de onde provém todas
as coisas, inclusive a sabedoria e o conhecimento (Rm 11:33-26). Ao que nédo é

limitado pelo tempo ou pelo espaco, sendo o inicio e o fim de tudo.

Ao que mediu as aguas na concha da méo e que definiu com o palmo os limites
dos céus, que calculou o peso da terra e pesou 0os montes na balanca e as colinas
nos seus pratos (Is 40:12). Ao que faz coisas grandiosas, acima do nosso
entendimento. Diz a neve: 'Caia sobre a terra', e a chuva: 'Seja um forte aguaceiro'.
Ele paralisa o trabalho de cada homem, a fim de que todos os que Ele criou
conhecam a sua obra. Os animais vao para 0s seus esconderijos e ficam nas suas
tocas. A tempestade sai da sua camara, e dos ventos vem o frio. Seu sopro produz
gelo e as vastas 4guas se congelam. Também carrega de umidade as nuvens, e entre
elas espalha os seus relampagos. Ele as faz girar, circulando sobre a superficie de

toda a terra, para fazerem tudo o que Ele Ihes ordenar (J6 37:5-12).

Se perguntassemos aos animais, eles nos ensinariam, ou as aves do ceéu, elas
nos contariam. Se falassemos com a terra, ela nos instruiria, ou 0s peixes do mar nos
informariam. Quem de todos eles ignora o que a méo do Senhor fez? Em Sua méo

esta a vida de cada criatura e o félego de toda a humanidade (J0 12:7-10).

Ao que nos permite descobrir, estudar e entender detalhes maravilhosos de

sua criacdo, 0os macroscopicos e 0s microscopicos. Ao Senhor que se revela.
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RESUMO

A doenca de Chagas € uma parasitose, causada pelo protozoario Tripanossoma cruzi
e atinge cerca de 7 milh6es de pessoas no mundo. O arsenal farmacoldgico para o
tratamento da doenca se resume ao uso do benznidazol e do nifurtimox, drogas com
efeitos colaterais importantes e baixa eficicia de cura, o que implica na necessidade
do desenvolvimento de alternativas terapéuticas. Os heterociclos de cinco membros,
como as isoxazolinas, bem como acidos hidroxamicos sdo comumente empregados
no desenvolvimento de moléculas bioativas por apresentarem dentre outras, as
atividades antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria e antiparasitaria. Esse
trabalho tem, portanto, como objetivo sintetizar duas séries de moléculas contendo a
funcdo acido hidroxamico e os nudcleos isoxazolinicos azabiciclicos de cinco e seis
membros, para posterior avaliacdo do perfil de citotoxicidade e atividade
tripanossomicida dos mesmos. Por meio de reagfes de cicloadi¢cao 1,3-dipolar, entre
enamidas endociclicas de cinco e seis membros com o N-6xido de nitrila CEFNO,
foram obtidos os ésteres isoxazolinicos azabiciclicos que, posteriormente foram
submetidos a reacdo com hidroxilamina em meio basico para formacédo do hibrido
acido hidroxamico isoxazolinico. As moléculas finais foram sintetizadas com sucesso,
embora o processo de sintese e de purificacdo devam ser otimizados. Foram obtidas
sete moléculas finais de cada série com rendimentos entre 14 — 77 %, que foram
caracterizadas pelos métodos espectrométricos de RMN de 'H e 3C, IV-ATR e
massas (MALDTOF) e tiveram suas propriedades fisico-quimicas determinadas. Os
compostos sintetizados foram submetidos a avaliacdo de suas atividades
tripanosomicida para as formas evolutivas tripomastigota e amastigota, bem como a
avaliacdo da citotoxicidade. Foram obtidos resultados biolégicos com valores de 1Cso
entre 2,95 e 11,70 uM e CCso entre 158,46 e 691,35 UM para série de cinco membros
e ICso entre 17,29 e 329,69 uM e CCso entre 37,45 e 194,17 pM para serie de seis
membros, no teste com a forma tripomastigota. Os compostos da l1a, 1c e le foram
mais ativos que o farmaco padrao utilizado, benzinidazol, (ICso = 40,96 uM e CCso =
597,39 uM) e menos citotoxicos. Na série de seis membros os compostos 2f e 29
foram mais ativos que o benznidazol, porém foram mais citotoxicos. No teste com
amastigota, os compostos 1d e 2d apresentaram atividade com ICso de 22,93 uM e

16,79 pM, respectivamente, apresentaram toxicidade maior que o farmaco padrao



para fibroblastos L929, mas com indice de seletividade de 5,1 e 3,4. Os resultados
obtidos se mostraram bastante promissores na sequéncia de estudos para obtencéo

de novos farmacos antichagasicos realmente eficazes e pouco toxicos.

Palavras chaves: Cicloadicao 1,3-dipolar. Doenca de Chagas. Hibridizagcdo molecular.



ABSTRACT

Chagas disease is a parasitosis caused by the protozoan Tripanossoma cruzi and
affects about 7 million people worldwide. The pharmacological arsenal for the
treatment of the disease is limited to the use of benznidazole and nifurtimox, drugs
with important side effects and low healing efficacy, which implies the need to develop
therapeutic alternatives. The five-membered heterocycles, such as isoxazolines, as
well as hydroxamic acids are commonly used in the development of bioactive
molecules because they present, among others, antimicrobial, antitumor, anti-
inflammatory and anti-parasitic activities. This work, therefore, aims to synthesize two
series of compounds containing hydroxamic acid function and the five- and six-
membered azabicyclic isoxazolinic nuclei, for further evaluation of their cytotoxicity
profile and trypanosomicidal activity. Through 1,3-dipolar cycloaddition reactions,
between five- and six-membered endocyclic enamides with the CEFNO nitrile N-oxide,
the azabicyclic isoxazoline esters were obtained, which were subsequently underwent
to reaction with hydroxylamine in basic medium to form hybrids of isoxazoline and
hydroxamic acid. The final hybrid compounds have been successfully synthesized,
although the synthesis and purification process must be optimized. Seven final
molecules from each series were obtained with yields between 14 - 77%, which were
fully characterized by 'H and **C NMR spectrometric methods, IV-ATR and Mass
spectrometry (MALD-TOF) and had their physicochemical properties determined. The
synthesized compounds were underwent to the trypanosomicidal activities evaluation
for the evolutionary forms trypomastigote and amastigote, as well as the evaluation of
cytotoxicity. Against trypomastigote form, the obtained values were as follow: [Cso
between 2.95 and 11.70 pM and CCso between 158.46 and 691.35 pM for the five-
membered series and ICso between 17.29 and 329,69 pM and CCso between 37.45
and 194.17 pM for the six-membered series. The compounds la, 1c and le (five-
membered series) were more active than the standard drug used, benzinidazole, (ICso
= 40.96 uM and CCsp = 597.39 uM) and less cytotoxic than it. Regarding to the six-
membered series, compounds 2f and 2g were more active than benznidazole, but were
more cytotoxic than it. Against the amastigote form, compounds 1d and 2d showed
ICs0 of 22.93 pM and 16.79 uM, respectively, being more toxic than the standard drug
benznidazole for L929 fibroblasts, but with the selectivity index of 5.1 and 3.4



respectively. The chemical and biological results have shown to be quite promising to

further studies to obtain new, effective and low-toxic antichagasic drugs.

Keywords: Isoxazolines. Hydroxamic acids. 1,3-dipolar cicloaddiction. Chagas
disease. Molecular hybridization
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas € uma doenca tropical negligenciada (DTN) causada pelo
protozoario Tripanossoma cruzi e juntamente com a Leishmaniose e Tripanossomiase
Africana Humana somam o maior numero de mortes entre todas as DTNs (HOTEZ et
al, 2007). Isoladamente a Tripanossomiase Americana causa a morte de 12 mil
pessoas anualmente (VARIKUTI et al, 2018) e a infec¢éo atinge cerca de 7 milhdes
de pessoas no mundo (WHO, 2018).

Clinicamente a doenca de Chagas se divide em uma fase aguda, geralmente
assintomatica e uma fase crénica sintomatica, caracterizada pelo acometimento
digestivo e/ou cardiaco, sendo uma doenca altamente incapacitante (WHO, 2014). O
tratamento etiolégico, no Brasil, se resume a utilizacdo do benznidazol e em outros
paises é utilizado também o nifurtimox (BERN, 2015).

E importante ressaltar que € um tratamento relacionado a inimeros efeitos
colaterais (MORILLO et al, 2015) e com eficacia de cura ruim, principalmente na fase
cronica da doencga, que é a fase em que geralmente a doenca € descoberta (JANNIN;
VILLA, 2007). Além disso, o tratamento com benznidazol é contra-indicado para
mulheres gravidas e pacientes com insuficiéncia renal e hepéatica (ANDREWS;
FISHER; SKINNER-ADAMS, 2014).

Portanto, a descoberta de uma alternativa terapéutica com toxicidade e eficacia
adequadas para esta doenca € uma necessidade atual, apesar dos avancos ja obtidos
na érea (FIELD etal, 2017; CLAYTON, 2010; CHATELAIN, 2015). A quimica medicinal
tem empregado como ferramenta para o desenvolvimento de novas drogas, inclusive
as antiparasitarias, a hibridizacdo molecular. (CARDONA; YEPES; HERRERA, 2018).
Os compostos hibridos sao estruturas quimicas com dois ou mais dominios estruturais
com diferentes funcdes bioldgicas, que tém por objetivo aumentar a atuacado do
composto, em um ou mais alvos biologicos (MEUNIER, 2008).

Dentre os compostos heterociclicos de cinco membros estd o nucleo
isoxazolina que se destaca na literatura por apresentar diversas atividades bioldgicas,
€ um grupo farmacoférico presente em varios agentes terapéuticos, além de ter varias
aplicacoes sintéticas (WANG et al, 2018). Algumas atividades descritas para o nucleo
isoxazolina inclui as atividades antimicrobiana (BARBOSA et al, 2019) antitumoral
(MOUSSA et al, 2018), anti-inflamatdria (PINTO et al, 2018), anti-Alzheimer (GHOSH
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et al, 2018), inseticida e/ou acaricida (ASAHIA et al, 2018) e antiparasitaria
(RODRIGUES et al, 2014; DE MENEZES et al, 2016).

Acidos hidroxamicos e seus derivados possuem varias aplicacdes no
desenvolvimento de novos farmacos (MURI et al, 2002), sendo abordadas na
literatura, dentre outras, a atividade anticancer (DUNG et al, 2018), anti-inflamatoria
(SELLMER et al, 2018); antimicrobiana (CHANCE et al, 2018), anti-leishmania
(KEOGAN et al, 2013) e tripanossomicida (RODRIGUES et al, 2014).

Atualmente para a atividade tripanossomicida, de isoxazolinas, existe apenas
um artigo publicado. Hibridos isoxazolinicos com a funcdo acido hidroxamico foram
desenvolvidos por Rodrigues et al (2014) e permitiu a identificacdo de um potente
agente tripanossomicida, inibidor seletivo da enzima anidrase carbdnica do parasita.
Esta enzima € responséavel pela hidratacdo reversivel de CO: e estd envolvida na
transformacao das formas evolutivas do T. cruzi. Os resultados promissores desse
trabalho apontam um novo caminho no desenvolvimento de drogas que possam ser
utilizadas no tratamento da doenga de Chagas (ILIES, 2014).

Com base nos dados expostos, o objetivo desse trabalho é a sintese de novos
acidos hidroxamicos contendo os nucleos isoxazolinicos azabiciclicos de cinco e seis
membros 1, 2 (Figura 1), desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa. Bem como a
avaliar o perfil citotéxico e a atividade tripanossomicida dos compostos sintetizados,
sendo esperados resultados promissores e uma atuacao possivel na enzima anidrase

carbdnica pela presenca dos grupos farmacoféricos utilizados.

&%ﬁ

Figura 1 - Acidos hidroxamicos isoxazolinicos azabiciclicos de cinco e seis membros
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Obter novos acidos hidroxamicos, contendo os nucleos 2-isoxazolina aza-
biciclicas de cinco e seis membros, elucidar suas estruturas quimicas e avaliar suas

atividades citotdxica e tripanomicida preliminares.

1.1.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar acidos hidroxamicos isoxazolinicos 1 e 2 inéditos, a partir da reacao
de cicloadicao 1,3-dipolar de enamidas endociclicas de cinco e seis membros.

b) Purificar e determinar as propriedades fisico-quimicas das novas moléculas.

c) Elucidar estruturalmente as novas moleculares sintetizadas.

d) Avaliar a citoxicidade, assim como as ICso para as formas tripomastigota e

amastigota do parasita T. cruzi dos derivados hibridos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

2.1.1 Contexto e epidemiologia

A doenca de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma parasitose,
descoberta ha mais de 100 anos pelo médico Carlos Chagas e ainda é classificada
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como doenca negligenciada. As doencas
negligenciadas se concentrarem, geralmente, em regides mais pobres, areas rurais
remotas e favelas urbanas, onde ha falta de moradias adequadas, saneamento basico
e dgua tratada, além da presenca de vetores e insetos responsaveis pela transmissao
de doencas (WHO, 2010).

Apesar da doenca de Chagas ter carater endémico na América Latina e em
outros paises em desenvolvimento, tem se tornado uma doenca global, uma vez que
tem atingindo também paises desenvolvidos, devido, sobretudo, aos processos
migratorios (SCHMUNIS; SCHMUNIS; YADON, 2010; COURA; VINAS; JUNQUEIRA,
2014). Se difere, portanto, de outras doencas tropicais negligenciadas, que tendem
ao desaparecimento conforme cresce o desenvolvimento e as condi¢des de vida e
gue néo se espalham para paises distantes nem afetam viajantes (WHO, 2010).

A doenca de Chagas € a doenca parasitaria mais importante do Ocidente, por
ser altamente incapacitante, comprometendo 7,5 vezes mais anos de vida do que a
malaria (WHO, 2014). Existem, segundo a OMS, cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
infectadas pelo Trypanossoma cruzi no mundo (WHO, 2018).

No Brasil atinge de 1,9 a 4,6 milhdes de pessoas (HOTES; FUJIWARA, 2014;
MASRTINS-NETO et al, 2014). Dos anos de 2012-2016 foram confirmados 1190
novos casos da doenca em pacientes com uma meédia de idade de 32 anos. A
incidéncia da doencga é de 0,1 casos/100 mil habitantes, predominantes na regido
Norte (Figura 2). A principal via de transmisséo foi a via oral com 73% dos casos,

seguida da transmisséo vetorial com 8,5% (Ministério da Saude, 2019).
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Figura 2 - Distribuicao da doeng¢a de Chagas, segundo municipio de residéncia no ano de 2016

Fonte: Sinan/ SVS/MS. Atualizado em setembro/2016

2.1.2 Transmissao

Uma importante via de transmissao do hemoparasita flagelado, T. cruzi, é a
vetorial, onde estdo envolvidos insetos sugadores de sangue da subfamilia
Triatominae. As trés espécies mais importantes sdo Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus e Triatoma dimidiata (DEANE, 1964; WHO, 2002). Nos mecanismos nhao-
vetoriais estdo envolvidas as vias transfusional, congénita e oral, sendo as vias
transfusionais e congénitas as principais formas de infeccdo em zonas urbanas e em
paises ndo endémicos (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Bancos de sangue em paises endémicos da América Latina e Estados Unidos
realizam triagem soroldgica para T. cruzi e alguns paises possuem triagem para a
doenca de Chagas congénita (WHO, 2014). A chance de adquirir a doenca apos
receber transfusédo de um doador infectado é de 10-20%. (SCHUMUNIS, 1999; BERN
et al, 2008). A transmisséo congénita pode ocorrer em cerca de 5% das gestacdes em
mulheres cronicamente infectadas (TORRICO et al, 2004).

A transmissdo oral normalmente ocorre pela ingestdo de alimentos triturados
juntamente com insetos infectados pelo T. cruzi (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011) e
tornou-se um mecanismo de transmissdo importante, sobretudo, na Amazodnia

brasileira depois que a Organizagdo Panamericana de Saude declarou a interrupgéo
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da transmisséo vetorial pelo Triatoma infestans (YOSHIDA; TYLER; LLEWELLYN,
2011).

2.1.3 Ciclo biologico

O ciclo biolégico do T. cruzi (Figura 3) é heteroxénico, com formas evolutivas
se desenvolvendo no hospedeiro invertebrado, inseto vetor, e outras se
desenvolvendo no hospedeiro vertebrado, mamifero. Seu inicio se d4 quando insetos
triatomineos ingerem as formas tripomastigotas circulantes durante o repasto
sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado (Figura 3 — etapa 5). As
tripomastigotas se transformam na forma replicativa epimastigotas (Etapa 6), que
posteriormente migram para o intestino posterior do inseto, onde se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas infecciosas (Etapa 8) (AZAMBUJA; GARCIA, 2017).

O hospedeiro definitivo € infectado quando o vetor, ao fazer o repasto
sanguineo, excreta em suas fezes as formas infectantes, que penetram na pele
através da ferida da mordida ou na mucosa integra do olho (Etapa 1). Podendo causar,
respectivamente, uma reacdo no tecido subcutaneo com edema e endurecimento
local, congestdo vascular e infiltracdo vascular — chagoma ou reacado indolor da
conjuntiva, com edema unilateral das palpebras e linfadenite dos ganglios pré-
auriculares — sinal de romafna (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010; AZAMBUJA;
GARCIA, 2017).

Ao atingir a corrente sanguinea, as tripomastigotas metaciclicas invadem
diferentes células nucleadas, caracterizando o estagio agudo da doenca. Nas células
as tripomastigotas se transformam na forma amastigota (Etapa 2), que se replicam
por divisdo binaria até que a célula fique repleta delas. As amastigotas se transformam
novamente em tripomastigotas e lisam a célula, ganham a circulacdo linfatica e
sanguinea a fim de invadirem células de outros tecidos, principalmente os tecidos
esquelético, cardiaco e liso, além de células ganglionares, onde os ciclos se repetem
(Etapa 3 e 4) (AZAMBUJA; GARCIA, 2017).
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Os parasitas circulantes estao disponiveis para infectar novos vetores e assim se
completa o ciclo biolégico. A reducdo da parasitemia indica o término da fase aguda,
mas a infeccdo dos tecidos especificos persiste por toda a vida quando o parasita ndo
€ completamente eliminado (RASSI Jr; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Estagio no inseto triatomideo Estagio no ser humano

O inseto se alimenta do sangue humano e
deposita suas fezes contaminadas com

o tripomastigotas metaciclicas. Estas penetram 0 As tripomastigotas metaciclicas
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Figura 3 - Ciclo bioldgico do Trypanossoma cruzi

Fonte: Adaptado de www.dpd.cdc.gov/dpdx

2.1.4 Aspectos clinicos e diagndéstico

Clinicamente a doenca de Chagas se divide em duas fases, uma aguda e uma
cronica. A fase aguda dura de quatro a oito semanas e coincide com a parasitemia,
gue soO diminui de maneira evidente a partir de 90 dias. Cerca de 99% dos pacientes
sao assintomaticos ou cursam com sintomas leves e inespecificos, como febre, mal-
estar, hepatoesplenomegalia e linfocitose atipica (LARANJA et al, 1956; WEGNER,;
ROHWEDDER, 1972). Nessa fase o diagnostico pode ser feito pela identificacdo do
parasita em exames diretos (pesquisa direta a fresco ou testes de concentracdo) ou

sorologia reagente para IgM (titulo = 1:40) (MS, 2018).
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Aproximadamente 1% dos pacientes cursam com um quadro grave, podendo
apresentar miocardite aguda, derrame pericardico e meningoencefalite. Por esses
motivos as infec¢des agudas raramente sao identificadas, a ndo ser que o paciente
apresente sinais de inoculagdo como chagoma ou sinal de Romafa, que levam a
suspeita da infeccdo (BERN; MARTIN; GILMAN, 2011; PINTO et al, 2008).

A fase crbnica se subdivide nas formas indeterminada, cardiaca e digestiva. A
fase indeterminada é posterior a fase aguda e é caracterizada pela soropositividade
para T. cruzi (IgG: titulo = 1:80), auséncia de sinais e sintomas clinicos envolvendo o
coracgao ou trato digestivo, além de radiografia de térax e eletrocardiograma normais
(PRATA, 2001; RIBEIRO; ROCHA, 1998; MARIN-NETO et al, 2002).

O progndstico de pacientes com a forma indeterminada é muito bom e possuem
expectativa de vida semelhante a individuos sem a doencga. Cerca de 40% desses
pacientes persistem por anos nessa condi¢ao clinica, mas a maioria deles evolui para
a fase crbnica determinada. Anormalidades no eletrocardiograma ou evidéncia de
cardiopatia se desenvolvem em 1,8-5,0% dos pacientes a cada ano. (DIAS, 1989;
SABINO et al, 2013).

A fase crbnica ndo indeterminada pode se desenvolver de 10-30 anos apoés a
infeccdo aguda e leva a cardiomiopatia, tipo mais frequente e grave, ou megaviscera
— megaesbfago e/ou megacodlon (COURA et al, 1985; ESPINOSA et al, 1985). A
doenca de Chagas cardiaca afeta principalmente o sistema de conducdo e o
miocardio e tem como consequéncias e principais causas de morte: a morte subita, a
insuficiéncia cardiaca refrataria e tromboembolismo (PEREZ-MOLINA; MOLINA,
2018; RASSI JR; RASSI; RASSI, 2001). A patogénese da cardiomiopatia chagasica
ainda ndo € completamente compreendida, mas sugere-se que a persisténcia do
parasita seja central para doenca. (TARLETON, 2001).

A doenca de Chagas digestiva, por sua vez, esta relacionada a danos nos
neurdnios intramurais. Na doenca esofagica os pacientes apresentam desde
distarbios de motilidade assintomaticos e megaesotfago leve até megaesofago grave,
com disfagia, odinofagia, refluxo esofagico, perda de peso, aspiracdo e regurgitacao
O megacolon é caracterizado por constipacdo constante e pode resultar em fecaloma,
volvulo e isquemia intestinal (DE OLIVEIRA et al, 1998; PIZANO et al, 2010).
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2.2 TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS E A DESCOBERTA DE NOVAS
DROGAS ANTITRIPANOSSOMATIDEOS

2.2.1 Drogas antiparasitéarias

O tratamento da doenca de Chagas €é constituido de uma terapia antiparasitaria
e outra adjunta para o tratamento da insuficiéncia cardiaca. A terapia antiparasitaria €
recomendada para a doenca de Chagas aguda e congénita, infec¢des reativadas por
imunossupressao e doencas cronicas em criangas com menos de 18 anos. Adultos
na fase cronica geralmente recebem o tratamento se estiverem na fase indeterminada
ou se apresentarem clinica leve ou moderada (ANDRADE et al, 2011; WHO, 2002).
Pacientes cronicos avancados devem ser tratados com cuidado porque a patologia
existente pode ndo ser revertida, por outro lado, aqueles com manifestacoes
gastrintestinais podem ter menor risco de desenvolver miocardiopatia apds o
tratamento (VIOTTI et al, 2014).

Atualmente existem apenas dois farmacos com eficacia clinica comprovada,
gue séo os nitroderivados benznidazol (Rochagam® da Roche) ou N-benzil-2-(2-nitro-
1H-imidazol-1-il) 3 e o nifurtimox (Lapit® da Bayer) ou (RS)-3-metil-N-[(1E)-(5-nitro-2-
bfuril)metileno]1,1-diéxido de tiomorfolin-4-amina 4, lancados na década de 70 e 60,
respectivamente (FIGURA 4) (GELB; HOL, 2002). Eles apresentam em comum
melhor tolerancia das criancas, maior efetividade durante a fase aguda e maior
toxicidade em adultos (TOLEDO et al, 2004).
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Figura 4 — Estrutura quimica do benznidazol e nifurtimox

O nifurtimox, embora ainda seja utilizado em alguns paises da América Central,
foi retirado do mercado no Brasil, Argentina, Chile, Uruguai e Estados Unidos devido

a sua genotoxicidade, seus efeitos adversos gastrointestinais e no sistema nervoso
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central (LESCURE et al, 2010). O benznidazol é produzido no Brasil, pelo Laboratoério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) e pelo laboratério ELEA, na
Argentina, estando disponivel em duas apresentacdes: comprimidos de liberacéo
imediata de 100 mg para uso adulto e comprimidos de 12,5 mg para uso infantil
(MEDEIROS, 2010; DNDi, 2012; CASTRO; SOEIRO, 2017).

A esta terapéutica estfo atrelados dois problemas importantes. O primeiro diz
respeito aos efeitos colaterais: o nUmero de pacientes que relatam reacdes adversas
a medicamentos (RAMs) chega a 50%. Embora 99% das RAMs ndo sejam
consideradas graves, aproximadamente um terco dos pacientes abandonam o
tratamento com benznidazol, por esse ou outros motivos (HASSLOCHER-MORENO
et al, 2012; MORILLO et al, 2015). Entre os efeitos adversos do benznidazol estao
reagOes de hipersensibilidade, como dermatite, edema periorbital, linfoadenopatia,
dores musculares e febre; casos de polineuropatia periférica — parestesia e polineurite
e mais raramente depressdo da medula 6ssea com neutropenia, agranulocitose e
purpura trombocitopénica (CASTRO; MECCA; BARTEL, 2006).

O segundo diz respeito a eficacia de cura, que é substancialmente melhor na
fase aguda (50 — 80 %) do que na fase croénica (8 — 20 %) (COURA; DE CASTRO,
2002; JANNIN; VILLA, 2007). Essa informacao torna-se ainda mais importante quando
se leva em consideracao que a grande maioria dos pacientes ndo sao diagnosticados
na fase aguda da doenca e, portanto, ndo comegam o tratamento nessa fase.

O periodo de tratamento, a dose, a idade e sistema imunolégico do paciente e
origem geografica também podem influenciar na eficacia de cura do benznidazol e do
nirfutimox (COURA; DE CASTRO, 2002). Além dos fatores mencionados, ha também
a descricdo de cepas de T. cruzi naturalmente resistentes as drogas existentes, que
acarretam no insucesso terapéutico (MURTA et al, 1998).

Quanto aos mecanismos de acao (Figura 5), o nifurtimox atua por meio da
geracao de radicais livres e consequente estresse oxidativo. O grupo nitro é reduzido
a radicais nitroanidnicos instaveis, que reagem formando radicais de oxigénio, como
superéxido e peroxido. O T. cruzi apresenta deficiéncia em mecanismos de
desintoxicacdo de metabdlitos de oxigénio, sendo mais sensivel que outras células
(STOPPANI, 1999; DOCAMPO, 1990).

O benznidazol, por sua vez, atua por estresse redutivo, modificando
covalentemente macromoléculas por intermediarios de nitrorreducéo. Inicialmente o

grupo nitro é reduzido enzimaticamente, por nitroredutases, ao grupamento amino.
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Posteriormente ocorre uma reacdo, catalisada pela NADPH P450 redutase, com
formacdo de um intermediario radicalar (R-NOz2") e hidroxilamina (R-NHOH). Estes
ultimos se ligam covalentemente a macromoléculas do parasita — DNA nuclear e
mitocondrial, lipideos e proteinas e exercem o efeito tripanossomicida (Figura 5)
(DOCAMPO; MORENO, 1986; CASTRO; TORANZO, 1988).

Nifurtimox
Benznidazol R-NO,
R-NO,
+ 02
Proteinas 2H Giclo
Nitroredut Lipideos Redox Nitroredutases
itroredutases
DNA Haber-Weiss SOD > o,
~ ~ Fell -
OH + OH <-—— 02 + H0O;
Metabdlitos
R-NH, <—— R-NO / R-NHOH GSH R-NHo R-NO; Eletrofilicos R-NH;
2 ——» GSSG Nitro anion

T(SW T(S), radical

Tiodis conjugados
Tiois conjugados

Figura 5 — Mecanismo de acédo proposto dos farmacos nifurtimox e benznidazol (Adaptado de DIAS, L.
C. et al, 2009)

2.2.2 Desenvolvimento de novos farmacos paraa doenca de Chagas: um desafio

atual

Mais de 100 anos ap0s a descoberta da doenca de Chagas e quatro décadas
desde os primeiros estudos com o benznidazol, o controle da doenca progrediu devido
as medidas de contencdo dos vetores e melhoria de moradias, mas o tratamento
continua sendo um desafio. O baixo arsenal terapéutico associado a efeitos colaterais,
inespecificidade e ineficacia levam a necessidade do desenvolvimento e descoberta

de novas drogas capazes de superar esses problemas (FIELD et al, 2017).

A industria, sobretudo em paises desenvolvidos, ndo tem muito interesse em
investir no desenvolvimento de novos ou melhores produtos para tratar doencas
ligadas a pobreza e que consequentemente se destinam a um mercado que nao pode
pagar. Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a industria ndo tem capacidade
tecnologica satisfatoria para gerar inovacdes e estas atividades estdo muitas vezes

restritas a academia e centros publicos de pesquisa. (VIEIRA; OHAYON, 2006).
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Ha pouco mais de uma década os esfor¢os e pesquisadores envolvidos para
entregar novos medicamentos para doenca de Chagas eram limitados (CLAYTON,
2010). Esse cenério evoluiu com o surgimento de novos pesquisadores, com 0
desenvolvimento tecnolégico em P&D e com a avaliagdo de novas entidades quimicas
para o tratamento de pacientes na fase indeterminada. A Iniciativa de Drogas para
Doencas Negligenciadas (DNDi), programas como o Lead Optimization, o Consorcio
Chagas Drug Discovery, além de industrias farmacéuticas, que comecaram a ser
ativas na area, como a GlaxoSmithKline (GSK) e a Novartis, tém dedicado esfor¢os
para avaliar e descobrir novos candidatos a medicamentos para a doenca
(CHATELAIN, 2015).

Foram identificados compostos com excelente atividade tripanossomicida,
como é o caso do fexinidazol, que € um profarmaco ativado por uma nitrorredutase
(WYLLIE et al, 2016). O fexinidazol (Figura 6) demonstrou ter potencial para o
tratamento da doenca de Chagas e chegou a ser iniciado um estudo clinico de fase Il
(BAHIA et al, 2012), porém as doses utilizadas causaram problemas de seguranga e
tolerabilidade e o estudo foi interrompido (FIELD et al, 2017).

Muitos avancos foram alcancados, porém a droga ideal, com melhor atividade
farmacoldgica, tanto tripanossomicida como cardioprotetora, e menor toxicidade,
ainda nédo foi descoberta. Pesquisar e encontrar essa molécula continua a ser um

desafio atual.
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Figura 6 — Composto submetido a estudos clinicos de fase Il

2.2.3 Quimica medicinal e estratégias utilizadas para o desenvolvimento de

drogas antitripanossomatideas

A quimica medicinal, uma ciéncia de carater multidisciplinar, que envolve
aspectos importantes das Ciéncias Farmacéuticas, Médicas e Biologicas (AMARAL et

al, 2017), dedica-se a descoberta, invencéo e preparo de substancias biologicamente
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ativas - potenciais farmacos, a compreensao da relacéo estrutura quimica atividade e
aos aspectos farmacocinéticos e de toxicidade (WERMUTH, 2008).

No que se refere a descoberta de drogas antitripanossomatideos, podem ser
utilizadas a abordagem baseada em alvos, onde se busca um inibidor de uma proteina
especifica ou a abordagem fenotipica, onde procura-se um inibidor do crescimento do
parasita e o reposicionamento de drogas (FIELD et al, 2017).

A abordagem baseada em metas e alvos moleculares se limita pela auséncia
de alvos robustamente validados quimica e geneticamente e de modelos celulares e
animais que prevejam a eficacia clinica em humanos (FREARSON et al, 2007). Alguns
alvos de farmaco validados para tripanossomatideos sao: ornitina descarboxilase
(PRIOTTO et al, 2008) e proteassoma (KHARE et al, 2016). A enzima cruzaina € um
alvo molecular abordado em programas de descoberta para a doenca de Chagas
(CHOY et al, 2013; BARR et al, 2005). Outras enzimas tém sido apresentadas como
potenciais alvos, como a a-anidrase carbodnica de T. cruzi (TcCA) e metaloproteinases
(RODRIGUES et al, 2014; VERMELHO et al, 2017).

As abordagens fenotipicas tentam contornar os desafios da abordagem
baseada em alvo e utilizam bibliotecas quimicas, ensaios robustos e cascatas de
triagem adequadas (GILBERT; LEORY; FREARSON, 2011; BRENK et al, 2008). As
bibliotecas quimicas geram muitos pontos de partida quimicos, por outro lado, a
otimizagéo deles pode ser um desafio no que se refere a questdes farmacocinéticas,
poténcia insuficiente ou toxicidade fora do alvo (SKINNER-ADAMS et al, 2016).

Utilizando ambas as abordagens muitos compostos foram sintetizados, a saber:
naftoquinonas, diaminas, nitroimidazois e complexos relacionados, e complexos de
ruténio, muitas vezes associados a problemas de toxicidade ou drogabilidade
(SOEIRO et al, 2009; SOEIRO; CASTRO, 2011; SILVA et al, 2010).

Nesse contexto, uma ferramenta utilizada pela quimica medicinal para criar
drogas eficientes é a hibridizagdo molecular (MUNIER, 2008). Moléculas hibridas sédo
definidas como compostos quimicos que possuem, em sua estrutura, dois ou mais
dominios com funcdes biolégicas diferentes (ETTMAYER et al., 2004). Essa juncéo
pode se basear na jungdo de farmacos distintos, sendo denominada droga-droga ou
apenas nos grupos farmacoféricos, sendo denominada de farmacoférica. O que se
espera sao moléculas que tenham maior afinidade e eficacia do que aquelas que lhe
originaram (NEPALI et al., 2014).
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Os diferentes grupos do composto hibrido ndo atuam necessariamente no
mesmo alvo bioldgico e podem ter uma atividade dupla (ETTMAYER et al., 2004). O
gue pode ser considerado um nicho dentro dos principais fluxos na descoberta de
medicamentos desenvolvidos nas Ultimas décadas em grandes empresas
farmacéuticas (MUNIER, 2008).

2.3 ACIDOS HIDROXAMICOS

Os acidos hidroxamicos, de formula geral, RCONHOH, sdo N-hidroxiamidas
(Figura 7). Geralmente séo acidos fracos com valores de pKa do proton N-OH em
solventes aquosos na ordem de 8,5 a 10,3 (FAZARY, 2005). Podem existir em duas
formas tautoméricas: tautbmeros ceto e enol (Figura 8). Ambas as formas podem ser
estaveis em meio acido ou basico e podem adotar a conformacao E ou Z (HARVEY;
MANNING, 1950, BROWN et al, 1988).

O\\ /O 0] \\C N/OH O\ /O O\\ _/

C—N -=—> / N\ -— / \ - /C—N - /C—N

R H R H R H R R

Hidroxamato Acido hidroxamico Hidroximato

Figura 7 - Estruturas de acido hidroxamico, hidroxamatos e hidroximatos

O\\C_N/OH O\\C_N/H HO\C:N/OH HO\C:N
R/ \H R/ \OH R/ R/ \OH
Z - ceto E - ceto Z - iminol E - iminol

Figura 8 - Isbmeros E e Z das formas ceto e enol dos acidos hidroxamicos

Tém como caracteristica marcante a propriedade de quelar metais, sendo
capazes de coordenar sitios metalicos em metaloenzimas. Se ligam geralmente de
modo bidentado, com oxigénios desprotonados do hidroxamato ou hidroximato,
formando um anel de 5 membros estavel. A ligacdo monodentada pelo nitrogénio ou

oxigénio desprotonado precisa de estabilidade adicional e requer ambientes de
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coordenacao especialmente projetadas (WINUM; SUPURAN, 2015; WINUM et al,
2006).

2.3.1 Atividades bioldgicas

Acidos hidroxamicos e seus derivados tém mostrados vérias aplicacées no
desenvolvimento de farmacos para doengas como cancer, doencas cardiovasculares,
HIV, Alzheimer, maléria, doencas alérgicas, tuberculose e antimicrobianos (MURI et
al, 2002). Algumas delas, abordadas em trabalhos mais recentes, serdo descritas com
mais detalhes a sequir.

A acdo de acidos hidroxamicos como agentes antitumorais tem sido relatada
por inibirem histonasdesacetilases (HDAC) (DUNG et al, 2018). Vorinostat 5
(Zolinza®) e panobinostat 6 (Farydak®) (Figura 9) sdo exemplos de &acidos
hidroxadmicos inibidores de HDCA aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento de linfomas de células T cutaneas e mieloma mdltiplo,
respectivamente (DUNG et al, 2018).
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Figura 9 - Inibidores de HDCA aprovados pelo FDA

Dunge et al descreveram uma série de acidos hidroxamicos com o sistema 2-
oxoindolina. As moléculas foram avaliadas quanto a sua capacidade de inibir a
HDAC2 e citotoxicidade frente a linhagens de células cancerigenas humanas,
incluindo cancer de célon, cancer de préstata e cancer de pancreas. O composto 7
com R = 5-OCHs apresentou inibicio de HDAC2 semelhante ao Vorinostat e o
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composto com R =5-CHs apresentou citotoxicidade até 8 vezes maior que o Vorinostat

nas trés linhagens de células tumorais testadas (Figura 10) (DUNG et al, 2018).
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Figura 10 - Acido hidroxamico 3-hidroxiimino-2-oxoidolinico incorporado com o ligante 1-alquil4-metil-
1H-1,2,3-triazol

A atividade anti-inflamatéria de &cidos hidroxamicos foi verificada pela
capacidade de inibir in vitro a autotaxina e in vivo frente & um modelo de inflamacéo
pulmonar e fibrose induzida por bleomicina (NIKOLAOU et al, 2018). A autotaxina
catalisa a hidrélise de ligac6es pirofosfato ou fosfodiéster em nucleosideos e é
essencial para o desenvolvimento vascular, estando envolvida em inflamagbes
cronicas, como artrite e também no cancer (SEVASTOU et al, 2013; PERRAKIS;
MOOLENAAR, 2014; BENESCH et al, 2016; FREDERICO et al, 2016).

Os é&cidos hidroxamicos foram usados devido a sua capacidade de se ligar ao
fon Zn?* necessario para atividade da enzima, residuos de acido 4-aminofenilacético
também foram usados porque &acidos fosfénicos ja foram comprovados como
eficientes inibidores de autotoxina. Foram identificados compostos com ac¢do inibitoria
na faixa de nanomolar e o mais ativo 8 (Figura 11) apresentou ICso de 60 nM. Nos
testes in vivo exibiu eficacia promissora, com efeitos benéficos no desenvolvimento
da fibrose pulmonar (NIKOLAOU et al, 2018).
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Figura 11 - Acido hidroxamico inibidor de autotaxina
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Outros trabalhos também descrevem o estudo de acidos hidroxamicos como
potencial ferramenta nas terapias da oncologia e/ou inflamacdo como inibidores de
HDAC (MARTIN et al, 2018; TUNG et al, 2013; NAM et al, 2013; NAM et al, 2014), na
oncologia pela inibicdo de aminopeptidase N (CAO et al, 2018) e na inflamacéo pela
inibicao seletiva de B-meprina (RAMSBECK et al, 2018) e inibicdo seletiva de matriz
de metaloproteinase-13 (NUTI et al, 2009; TOMMASI et al, 2011; BECKER et al,
2010).

No que se refere as propriedades antiparasitarias dessa classe, Chance et al
desenvolveram uma série de acidos hidroxamicos piperazinicos com os objetivos de
inibir e investigar a enzima falcisina, uma metaloprotease essencial para o
desenvolvimento do Plasmodium falsiparum causador da malaria (CHANCE et al,
2018). Entre as vantagens citadas, para a escolha do arcabouco geral da molécula,
estdo a boa permeabilidade da membrana e a capacidade de atingir multiplas
superficies de ligacéo do sitio ativo da protease. A por¢ao acido hidroxamico coordena
0 atomo de zinco catalitico no sitio ativo da protease e os substituintes da moléculas
atuam em sub-sitios para o reconhecimento do substrato (CHENG et al, 2000).

Através de um estudo de relacdo estrutura quimica atividade concluiram que
grupos volumosos eram importantes para inibicdo da falcisina e obtiveram o composto
antimalarico mais potente da série 9, com ICso = 1,4 mM (Figura 12) (CHANCE et al,
2018).

Br

OZS—N

Figura 12 - Inibidor da enzima falsicina

Atividade anti-leishmania foi descrita por Keogan (2013). Complexos de
hidroxamatos com Sb (lll) 10 foram sintetizados e nos testes biologicos inibiram

significativamente a proliferacdo de promastigota de Leismania amazonenses e L.
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chagasi e induziram alteragcdes morfologicas nos parasitas. Os complexos causaram
ainda diminuicdo na permeabilidade da membrana plasmatica e na atividade da
desidrogenase mitocondrial das espécies de Leishmania (Figura 13) (KEOGAN et al,
2013).
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Figura 13 - Complexo de hidroxamato com Sb (lll)

A atividade tripanomicida foi também relatada na literatura (RODRIGUES et al,
2014) e se baseia na inibicdo de anidrases carbonicas (CA), que sdo metaloenzimas
responsaveis pela hidratacéo reversivel do gas carbbdnico a bicarbonato e prétons, por
ataque nucleofilico do hidroxido ligado ao Zn (ll). Essa enzima esta relacionada a
diversas func¢des fisiol6gicas em todas as esferas da vida e em processos patoldgicos
de microrganismos e humanos (SUPURAN; CAPASSO, 2015; VULLO et al, 2005). O
parasita T. cruzi possui uma a-anidrase carbénica (TcCA) com atividade catalitica
semelhante a isoforma humana HCA Il (SUPURAN, 2017).

Uma série de 4,5-di-hidroisoxazoéis contendo hidroxamato foi sintetizada e a
avaliacao da atividade tripanocida mostrou 6timos valores de inibicdo de crescimento
para as trés formas evolutivas do parasita (estirpes de epimastigotas Y: ICso de 7,6
HM; estirpes tripomastigotas Y: ICso de 3,5 pM; estirpes amastigotas Y em THP1: ICso
<1 uM). O composto mais promissor 11 da série (Figura 14) n&o foi citotoxico para
macrofagos, mostrou boa resposta inibitéria para TcCA (KI = 39,8 nM) e inibiu
moderadamente as isoformas humanas CA | e CA Il (KhCA | =641 nM, KhCA Il =815
nM). Em dados preliminares dos testes in vivo demonstrou diminuir a parasitemia de
camundongos Balb/C infectados e foi mais eficaz que o padrdo benznidazol
(RODRIGUES et al, 2014).
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Figura 14 - Acido hidroxamico inibidor de TcCA

A importancia essencial da por¢cao hidroxamato nesse estudo foi evidenciada
pela substituicho da mesma por uma porcao acil-hidrazina, que levou a completa
perda da atividade tripanomicida dos compostos e a perda da capacidade inibitoria de
TcCA e hCA I/ll (RODRIGUES et al, 2014).

2.3.2 Métodos de sintese

Acidos hidroxamicos sdo normalmente obtidos por reacéo simples de derivados
de acido carboxilico, halogenetos ou ésteres principalmente, com N-hidroxilaminas
(Esquema 1) (YALE, 1943). Esteres alquilicos reagem com hidroxilamina em
condicbes basicas (ex. NaOH) e nao requerem condicbes especiais como
temperaturas elevadas (SPARKS et al, 2004).

NH,OH )J\
OH
/ NaOH -
Esquema 1 - Esquema geral de sintese de acidos hidroxamicos a partir de ésteres

Essa metodologia foi aplicada em trabalhos recentes, com pequenas variagoes:
Yuan et al sintetizaram acidos hidroxamicos, potenciais compostos anticancer, a partir
de ésteres metilicos, usando NaOMe como base (Esquema 2) (YUAN et al, 2017);
Yang et al utilizaram NaOH na sua sintese (Esquema 3) (YANG et al, 2018) e Martin
et al empregaram trés diferentes condigcbes reacionais (Esquema 4), obtendo
melhores rendimentos (78-94%) quando a reacao se procedeu em uma mistura de
agua e tetrahidrofurano (THF), e tendo LiOH como base (MARTIIN et al, 2018).
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Esquema 2 - Sintese de acido hidroxamico a partir de éster metilico

50% NH,OH, NaOH

o

MeOH, r.t., 3 h.

Esquema 3 -Sintese de &cidos hidroxamicos fenilpirazol a partir do respectivo éster

NH,OH, NaOH, THF, MeOH, rt N—Ar

N—Ar

ou LiOH, THF, H20, rt, 16h
ou NH,4CI, HATU, (i-Pr2)NEt, DMF, rt, 16h

R

CO,Me \H o

Esquema 4 - Sintese de 2-arylisoindolina-4-carboxamidas

A sintese a partir de acidos carboxilicos ativados em haletos de acido para
posterior reacdo com hidroxilamina sdo os métodos preferidos para sintese de acidos
hidroxamicos (Esquema 5). Os haletos sdo produzidos usando cloreto de oxalila,
tricloreto de fosforo, oxicloreto de fésforo, cloreto de tionila ou pentacloreto de fésforo.
Posteriormente reagem com hidroxilamina em meio basico, para reter o HCI formado
e para evitar conversdao da hidroxilamina no seu sal cloridrato n&o reativo.
(GANESHPURKAR; KUMAR; SINGH, 2018).
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Esquema 5 - Método geral de sintese de acidos hidroxamicos a partir de haletos

A conversao direta de amidas em hidroxamatos ndo é comumente realizada,
por causa da estabilidade inerente a amida, a ressonancia da funcdo reduz sua
reatividade com nucleofilos (GANESHPURKAR; KUMAR; SINGH, 2018). Mas pode
ser exemplificada pelo trabalho de Weber et al, que sintetizou acido fosfoglicol-
hidroxamico a partir de uma solucdo aquosa de fosfoglicolamida neutralizada com
excesso de solucéo alcalina de hidroxilamina (Esquema 6) (WEBER et al, 2003).

ﬁ T’
H
HO/T\O/ﬁ‘/NHZ e > HO/T\O/ﬁ(N\OH
OH OH
0 o

Esquema 6 - Sintese de acido hidroxamico a partir de fosfoglicolamida

Biocatalisadores, também podem ser empregados para obtencédo de acidos
hidroxdmicos a partir de amidas. Amidases presentes em células de Pseudomonas
aeruginosa (estirpe L10) livres ou imobilizadas sao usadas como biocatalisador para
reagbes de transamidagdo de aminoacidos, amidas aromaticas e substratos de
esteres (Esquema 7) (BERNARDO et al, 2013).

NH,OH, 120-150 min,
NH, 40°C,pH 7,2
» NHOH
Pseudomonas aeruginosa
Amidase Estripe L10 NH,

NH,

Esquema 7 - Sintese de acidos hidroxadmicos usando Pseudomonas aeruginosa

Os é&cidos hidroxamicos podem ainda ser obtidos pela reagéo entre aldeidos e

N-hidroxibenzenossulfonamida, conhecida como reagdo de Angeli-Rimini. A reacao
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ocorre na presenca de base forte, métoxido de so6dio (NaOMe), que atua como
catalisador. O NaOMe abstrai protons da N-hidroxibenzenossulfonamida aumentando
a sua nucleofilicidade, que posteriormente ataca o centro eletrofilico carbonilico
(Esquema 8) (YALE, 1943).

O A H 0]
)L . Ir1\S/ “NoH NaOMe
—
O//\\ N/OH
O

Ar H Ar
H

Esquema 8 - Sintese de acido hidroxamico a partir de aldeido usando N-hidroxibenzenossulfonamida
2.4 ISOXAZOLINAS

Isoxazolinas sao heterociclos de cinco membros contendo atomos de nitrogénio
e oxigénio e uma instauracao nas posicoes 2, 3 ou 4. Seus analogos estruturais sao
0S nucleos isoxazol, totalmente insaturado e aromatico e isoxazolidina, totalmente
saturado. (Figura 15) (HEANEY, 2002). O ndcleo isoxazolina esta presente em
diversas moléculas com atividade biolégica e atuam também como intermediarios na
sintese organica (WANG et al, 2018).

/ \N \N B NH / NH NH

S e 7 e e

Isoxazol 2-isoxazolina 3-isoxazolina 4-isoxazolina Isoxazolidina

Figura 15 - Estrutura quimica de isoxazdis e seus derivados

2.4.1 Atividades bioldgicas

Diversas atividades sdo descritas na literatura para o0 nucleo isoxazolina,
incluindo as atividades antimicrobiana (SAKLY et al, 2017; BARBOSA et al, 2019; LEE
et al, 2018) antitumoral (LINGARAJU et al, 2018; ZNATI et al, 2018; MOUSSA et al,
2018), anti-inflamatodria (ZNATI et al, 2018; PINTO et al, 2018), anti-Alzheimer
(HUANG et al, 2015; ARUN et al, 2018), inseticida e/ou acaricida (YANG; LV; XU,



47

2018; YAN; ZHANG; XU, 2018; ASAHIA et al, 2018) e antiparasitaria (RODRIGUES
et al, 2014). Alguns trabalhos recentes contendo essas atividades e moléculas
sintéticas serdo abordados a seguir.

Atividade antibacteriana e antifungica de isoxazolinas 12 13 foi relatada por
Sakly et al (2017) (Figura 16). Bons resultados foram observados em moléculas
substituidas com metila, metoxila e grupos retiradores de elétrons nos anéis.
Compostos substituidos com bromo, cloro e nitro apresentaram excelente atividade
contra E. coli e os substituidos com Ar! = p-CH3zCsH4 mostraram inibicdo maxima
contra P. aeruginosa nas CIMs 57,44; 27,09 e 98,8 umol / mL, 12a, 12b e 13b,

respectivamente. No teste antifUngico as moléculas contendo grupo nitro e metila no

anel triazol foram altamente ativas contra C. albicans, em comparacao com o farmaco
padrédo, griseofulvina (SAKLY et al, 2017).

12aR=H -
12b R=Br | Ar' 13 R=6r N Ar'
o) o)
' ICOPh ' ICOPh
R ‘\\\\\\ R “\\\\
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N Ar N Ar
i i
12 | 13 |
N=N T o—N

Figura 16 - Derivados de espirooxindol isoxazolina/triazol e isoxazolina/isoxazol com atividades
antibacterianas e antifingicas

Atividade antimicrobiana de isoxazolinas também foi descrita por Barbosa et al
(2019), onde uma série de 4,5-di-hidroisoxazéis 3,5-dissubstituidos foi sintetizada e
testada contra bactérias Gram positivas e negativas. O composto substituido com
nitrofuranil 14 (Figura 17) foi o mais ativo da série com CIM < 128 yg / mL, valor inferior

ao da amoxicilina contra P. aeruginosa (BARBOSA et al, 2019).
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Figura 17 - Isozaxolina nitrofuranil substituida
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A atividade citotéxica de isoxazolinas cumarinicas (Figura 18) foi avaliada in
vitro contra células cancerigenas de melanoma e células normais de fibroblastos.
Verificou-se que 0s compostos foram citotoxicos apenas para as células
cancerigenas, com efeitos dependentes da dose e tempo. O candidato principal da
série 15, substituido com o grupo 3,4-dimetoxi no anel fenila, apresentou ICso de 10,5
UM e nos testes in vivo reduziu o volume do tumor, volume de ascite, nimero de

células tumorais e aumentou o tempo de vida dos ratos (LINGARAJU et al, 2018).
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Figura 18 - Isoxazolina cumarinica anticancerigena

Outra série de isoxazolinas derivadas de uma cumarina natural também foi
avaliada quanto a sua atividade citotoxica, em células do célon e ovario (ZNATI et al,
2018). A comparacdo entre os resultados dos derivados sintéticos e do composto
natural mostraram um aumento de quatro vezes mais citotoxicidade para 0 composto
mais ativo 16 (Figura 19) na linhagem de c6lon humano, demonstrando a contribuigéo
da porcao isoxazolina para esta atividade. Para as células do ovario a introdugéo da
isoxazolina parece néo ter melhorado a atividade do composto natural, o que foi

atribuido a seletividade dos produtos testados para essas linhagens celulares de
cancer (FUKASAWA et al, 2015).
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Figura 19 - Derivado sintético isoxazolinico de cumarina natural

e

Huang et al (2015) sintetizaram derivados isoxazolinicos agonistas de
receptores de acetilcolina muscarinicos M1, que sdo relacionados a doenca de
Alzheimer. Os compostos foram avaliados in vitro contra a atividade agonista do
receptor muscarinico M1-M5 em células HEK293 e destacou-se o composto de tetra-
hidropiridina substituido com 5-(2-pirrolodin-1-il)-isoxazolina na posi¢cao 3 17 (Figura
20). Exibiu potente e seletiva atividade agonista do receptor de M1 e apresentou papel
modificador da doencga de Alzheimer, com o aumento de processos downstream e
reducado do nivel de p-amiléide (HUANG et al, 2015).

N—C,
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Figura 20 - Composto de tetra-hidropiridina substituido com 5-(2-pirrolodin--il) isoxazolina na posigédo
3

Compostos hibridos contendo a porcéo acido salicilico e o nucleo isoxazolina
foram avaliados quanto as suas atividades mitogénica e imunomoduladora. O melhor
composto da série 18 (Figura 21) demonstrou ter papel significativo na ativagéo e
proliferacdo de células do rim embrionario humano na concentracdo de 100 mM e
mostrou ter capacidade de modular a resposta imune inata. Apresentou aumento na
resposta proliferativa de linfécitos, com um indice maior que o controle positivo e

estimulou o aumento da secrecéo de IL-2 em quatro vezes. Foi evidenciada ainda a
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atividade pro-angiogénica do composto a partir de ensaios in vitro da membrana corio-

alantéide de pinto e angiogénese de cornea de rato (PUTTASWAMY et al, 2016).

HO o}
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Figura 21 - Hibrido acido salicilico isoxazolinico

A atividade pesticida de isoxazolinas e pirazolinas foram avaliadas contra T.
cinnabarinus, M. separata e P. xylostella. Isoxazolinas substituidas com Cloro e Flaor
19 (Figura 22) apresentaram atividade 40 vezes maior que o composto padrdo contra
T. cinnabarinus, toxicidade oral mais potente contra P. xylostella e atividade inibitéria
do crescimento mais promissora contra M. separata. As moléculas contendo o nucleo
isoxazolina foram, no geral, mais potentes do que o0s seus analogos pirazolinicos
(YANG,; LV; XU, 2018).

o—N

© \ \
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Figura 22 - Isoxazolina com atividade pesticida

A atividade tripanossomicida do nucleo isoxazolina em compostos hibridos com
a funcdo acido hidroxamico foi descrita por Rodrigues et al (2014), como ja abordado
no item 2.3.1. No nosso grupo de pesquisa, em uma dissertacdo de mestrado,
derivados isoxazolinicos foram obtidos, na forma de hidrazonas, semicarbazonas e
tiossemicarbazonas (Figura 23). Os compostos foram submetidos a avaliacdo da
atividade antitripanossoma e a nitrofurfuril-hidrazona 20 despontou como o agente
mais potente de ambas as séries que demonstrou CCso de 57,89 uM e ICso de 4,00
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UM, valor superior ao benznidazol (CCso de 96 pM e I1Cso de 6,64 uM) (DE ALMEIDA,
2010).

Cl

Figura 23 - Isoxazolina nitrofurfuril hidrazona

2.4.2 Métodos de sintese

Isoxazois e seus derivados isoxazolina sdo comumente obtidos por meio de
reacOes de cicloadicao 1,3-diplolar. Estas reacfes envolvem éxidos nitrilicos, gerados
in situ, a partir da desidrohalogenacéao de cloretos de hidroxiiminoila na presenca de
bases (método de Huisgen), e alguenos, alquinos e enolatos (Esquema 9)
(GRUNANGER, VITA-FINZI, DOWNLING, 2009). Outra forma de obtencdo de
isoxazolinas é por meio da desidratacao dos derivados nitroalcanos primarios (método
de Mukaiyama) (Esquema 10) (MUKAIYAMA; HOSHINO, 1960). Exemplos dessas

reacoes serao descritas a seguir.

(0]
N/ N/o

R3
+ 3
N base N R2 /\/ ‘ R™ elou R?

R1 R1

R']

Esquema 9 - Cicloadicdo [2+3]-dipolar de 6xidos de nitrila e olefinas
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Esquema 10 - Método de Mukaiyama

Novos triazois de espirooxindol isoxazolina 1,4-substituidos foram obtidos por
meio de reacdo de cicloadi¢cdo. Foi realizada condensacéo de precursores de oxido
de arilnitrila, arilazida e (E)-2-(1-propargil-2-oxoindolina-3-ilideno) acetofenonas em
one pote para formacdo dos produtos. Ascorbato de sédio e CuS0O4.5H20 foram
usados com catalisador, proporcionando rendimentos de até 94%. (Esquema 11)
(SAKLY et al, 2017).

R “\\\\\
Ph o )
N Ar
/
(6] \_{\T
1
/ cl Ar CuS0,.5H,0 (10 mol 10%) _N

o + N=
| Arcorbato de sédio (20 mol %)

N ARN, > Ar'
Tolueno, refluxo

Esquema 11 - Obtencao de triazéis de espirooxindol isoxazolina 1,4-substituidos

Pashkovskii et al (2018) descreveram a sintese de 2-isoxazolinas a partir de
6,7-di-hidrobenzo[d]isoxazol-4(5'-)-onas e 6,7-di-hidro-1-indazol-4-(5-an)-onas pelo
método do oxido nitrilico (Esquema 12). O material de partida foi tratado com
isocianato de fenila em benzeno na presenca de quantidades cataliticas de
trietilamina. Os intermediarios 6xidos de nitrila, gerados in situ, reagiram com olefinas
terminais para dar os derivados isoxazolina com rendimentos de 20-60%
(PASHKOVSKII et al, 2018).
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Esquema 12 - Obtencao de 2-isoxazolinas pelo método do 6xido nitrilico

Isoxazolinas substituidas em C5 com nitrila foram recentemente obtidas a partir
de alquenil oximas, em uma reacdo catalisada por ruténio e tendo como base um
intermediério radical ndo estabilizado. O nitrilo de terc-butila foi utilizado como agente
oxidante e como fonte de nitrogénio e sulfato de magnésio foi usado como aditivo.
Foram obtidos compostos com bons rendimentos (76-91%), tendo sido utilizados
substratos com diferentes grupos funcionais como arilo, heteroarilo, alquila e outros
(Esquema 13) (WANG et al, 2018).

NOH Rq t-BuONO (2 equiv)
[RuCly(p-cimeno)], (5 mol %) / sN
> R
Ri MgSO, (2 equiv) ! Rs
R, R CH43CN, argobnio, TA, 4h R,

Esquema 13 - Obtencao de isoxazolinas 5-cianadas

2-isoxazolinas podem também ser obtidas a partir de O-alenil-alcoxilaminas
desprotegidas por meio de uma reacdo de hidro-aminacgéo, catalisada por ouro
(Esquema 14). A reacdo em questdo permite o uso de substituintes éteres benzilico,
grupos éster e alenos terminais, com rendimentos entre 72-87% (WINTER; KRAUSE,
20009).
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Esquema 14 - 2-isoxazolinas obtidas a partir de O-alenil-alcoxilaminas

Isoxazolinas formadas a partir da reacdo entre cloreto de hidroxiiminoila e
enolatos de B-cetoésteres foram descritas por Yang et al (2018). A partir da cloracao
de 6ximas com N-clorossuccinimida foram preparados os cloretos de hidroxiiminoila.
Estes, na presenca da base trietilamina geram seus respectivos dipolos de 6xido
nitrilico que reagem com o enolato formando o nucleo isoxazolina através de uma
reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar (Esquema 15) (YANG; ZHANG, XU, 2/018).
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Esquema 15 - Sintese de derivados da podofilotoxina (20,60)-(di)halogenopodofilotoxina contendo
isoxazolina

A reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar se tornou 0 método mais empregado para
a construcdo de compostos heterociclicos de cinco membros, desde a década de 60,
apos trabalhos desenvolvidos por Rolf Huisgen. Através dessa reacdo, heteroatomos

puderam ser inseridos na formacdo dos cicloadutos e centros estereoquimicos
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puderam ser formados em uma Unica etapa, além de ser reacbes com bons
rendimentos (CALVO-FLORES et al, 2000; HAMADI; MSADDEK, 2012).

Essa reacao foi amplamente empregada em nosso grupo de pesquisa por Dos
Santos e De Almeida na construcdo de inéditas isoxazolinas azabiciclicas de 5 e 6
membros a partir da reacdo entre enamidas e enecarbamatos com N-Oxido de nitrilas,

sendo uma das reacdes chaves nesse trabalho.
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3 METODOLOGIA

Os materiais e equipamentos utilizados na sintese e elucidagfes estruturais,
bem como todos os procedimentos estdo descritos na secdo 6 — Procedimentos

experimentais.

3.1 ESTRATEGIA DE SINTESE

A rota sintética da sintese dos novos acidos hidroxamicos isoxazolinicos de
cinco 1 e seis 2 membros esta representada no esquema 16. Os materiais de partida
para obtencdo dos compostos sao, respectivamente, o trimero da 1-pirrolina 23, obtido
a partir da oxidacdo da pirrolidina 21, em meio basico, pelo perssulfato de sédio e o
trimero da piperideina 33, obtido a partir da preparacdo do sal acetato de piperidineo,
gue subsequentemente sofre uma N-cloragéo, para posterior reacdo de eliminagéao do
cloro em condic¢des basicas.

O trimero da pirrolidina sofre destrimerizacdo em ultrassom, enquanto o trimero
da piperideina destrimeriza em condi¢des de refluxo e sdo utilizados na sintese das
enamidas endociclicas de cinco 24 e de seis membros 34, obtidas a partir da reacdo
de N-substuicdo entre os mondmeros 21 e 29 e os cloretos de benzoila substituidos.

Foram utilizados seis cloretos de benzoila substituidos na posicédo para e um
na posicdo meta, incluindo grupos doadores e retiradores de elétrons e grupos
volumosos, conforme a disponibilidade dos reagentes.

As enamidas endociclicas, por sua vez, reagem com o N-Oxido de nitrila (6xido
de carboetoxiformonitrila — CEFNO) através de uma reacao de cicloadigdo, obtendo-
se o0s cicloadutos ésteres isoxazolinicos 28 e 35, conforme metodologia bem
explorada pelo grupo de pesquisa. A Ultima etapa reacional consiste na converséo da
funcdo éster em acidos hidroxamicos 1 e 2 através da reacdo com hidroxilamina em

condicdes basicas e neutra.
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Esquema 16 - Rota sintética dos &cidos hidroxamicos isoxazolinicos azabiciclicos de cinco e seis
membros

Legenda: a: AQNO3, Na2S20s, NaOH, 1h 0 °C, 3 h T.A,; b: TEA, THF, ))), 60 °C, CI- de benzoila
substituidos; c¢: TEA, THF, cloroxiimidoacetato de etila, T.A.; d: KOH, NH2OH.HCI, MeOH; e:
CH3COOH, -5 °C; f: NaOCl(aq), 0 °C; g; KOH, EtOH, refluxo; h: TEA, THF, refluxo, Cl- de benzoila
substituidos; i: TEA, THF, cloroxiimidoacetato de etila, refluxo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARTE QUIMICA — SERIE DE 5 MEMBROS

4.1.1 Sintese do trimero da A'-pirrolina

N328208
NaOH N
AgNO3
— > _—
0°C, 1h G 3h T.A. N N
N N
H o 21 22 23

Esquema 17 - Sintese do trimero da Al-pirrolina

A oxidacdo da pirrolidina comercial 21 pelo perssulfato de so6dio em meio
basico, tendo o nitrato de prata como agente catalisador, da origem ao monémero A*-
pirrolina 22 (Esquema 17), que por ser altamente reativo sofre trimerizagcdo no meio

reacional, dando origem ao seu respectivo trimero 23 (Esquema 18).

(N4
s ~

Esquema 18 - Trimerizagdo do mondmero da 1-pirrolina

O trimero 23 pode sofrer decomposicdo em temperatura proxima a 40 °C, tem
sensibilidade &cida e € um produto de purificacao dificil, podendo ser obtido como um
oleo incolor por eluicdo em coluna de alumina neutra com éter (NOMURA et al, 1977).
O produto néo purificado € um 6leo de cor castanha, com rendimento médio bruto de
70%.
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A gqualidade dos reagentes, a manutencao das temperaturas em cada fase da
reacdo, bem como a agitacdo vigorosa foram determinantes para obtencdo de
melhores rendimentos. Devido a sensibilidade do produto, o armazenamento do
mesmo sO foi possivel por curtos periodos, uma semana, no maximo, em geladeira
(temperatura entre 2 - 8 °C). O trimero foi utilizado nas reacdes subsequentes sem

prévia purificacao.

4.1.2 Sintese das enamidas endociclicas de 5 membros

TEA, THF,
Cloretos de \
benzoila
N N TEA, THF substituidos N
> / —_— >
))), 60 °C N ))), 60 °C
N
23 22 24a-q R

24a R= p-Cl; 24b R = p-F; 24c R = p-OMe; 24d R = p-t-bu
24e R = p-Me; 24f R = p-NO,; 240 R = m-NO,

Esquema 19 — Sintese das enamidas endociclicas 24

As enamidas endociclicas de cinco membros 24a-g foram obtidas a partir da
reacdo de N-acilagdo do monémero da Al-pirrolina 22 com os respectivos cloretos de
benzoila substituidos na posicdo para e um na posicdo meta. Foram utilizados
substituintes retiradores e doadores de elétrons e grupos volumosos conforme a
disponibilidade de reagentes.

A reacéo foi processada em aparelho de ultrassom em aquecimento brando
(60°C - temperatura de aquecimento do aparelho). A sonicagcdo promove
destrimerizagdo do trimero da A*-pirrolina e consequente liberacéo do seu monémero,
gue € altamente reativo, com carater nucleofilico marcante ocasionado pelo par de
elétrons livres no atomo de nitrogénio e a nuvem eletronica 1 conjugada.

A adicdo dos cloretos de benzoila foi realizada de maneira lenta por
gotejamento, também sob sonicacdo e aguecimento. A presenca da base TEA evita a
degradacdo do mondémero e participa da reagdo restaurando o par de elétrons do
nitrogénio do anel pirrolidinico, através de uma reacdo acido base, onde o par de



elétrons livre do nitrogénio da trietilamina

formacdo da ligacdo 1 (Esquema 20).
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captura o proton em C3, para posterior

Esquema 20 - Suposto mecanismo de rea¢do para formacao das enamidas endociclicas

As reacOes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada e

todas as enamidas sintetizadas resultaram em um 6éleo viscoso de cor castanha que

foi purificado por cromatografia em coluna. Foram obtidas sete enamidas com os

rendimentos baixos, mas dentro dos resultados ja alcancados pelo grupo de pesquisa.

Observou-se que as enamidas com melhores rendimentos foram as p-F e p-t-butil

substituidas, que foram sintetizadas utilizando cloretos de benzoila recém adquiridos

e, portanto, lacrados. A sensibilidade dos cloretos de benzoila, bem como as

condicbes e o tempo de armazenamento sdo fatores determinantes para bons

rendimentos.

Outra metodologia que pode ser empregada na sintese das enamidas é a

codestilagdo do trimero da Al-pirrolina com THF, onde o aquecimento promove a

destrimerizacdo do trimero e o mondémero que codestila com o THF é colhido a

temperatura de -78 ©°C, ficando

estavel

nesta temperatura (KRAUS;
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NEUNSCHWANDER, 1981). Posteriormente a solugdo do monémero é adicionada a
TEA e o cloreto de benzoila, e a reacéo se processa em refluxo (DOS SANTOS, 2003).
Os rendimentos obtidos pelas duas metodologias sao semelhantes e podem ser

visualizados na tabela 1.

Tabela 1 - Enamidas endociclicas de cinco membros: rendimentos pelo método do utltrassom e pelo
método da codestilagdo do trimero com THF (DOS SANTOS, 2003)

21 -

45 20
30 28
44 50
k3 -

16 24
18 16

O

o)
-, HCl
| H3N NaNO, Cl
OEt ————» EtO
25

OH

/

Esquema 21 - Sintese do cloroximidoacetato de etila

O cloroximidoacetato de etila 27, precursor do 6xido de carboetoxiformonitrila
(CEFNO), é obtido a partir da reacdo de oxidacdo do éster etilico da glicina 25 pelo
nitrito de sédio em meio acido (Esquema 21). O éster de glicina utilizado nesta reacao
foi previamente sintetizado a partir da reag&o entre a glicina obtida comercialmente e

o cloreto de tionila, em meio etandlico, sob refluxo.
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O precursor do CEFNO € um produto estavel, que pode ser armazenado por
periodos relativamente longos na geladeira, por isso foi obtido em multigramas para
posterior utilizagdo nas reacgdes de cicloadi¢cdo. Foi purificado por recristalizagdo com
hexano gelado, com rendimento de 40%. O manuseio deste produto requer cuidados
especiais, como o uso de luvas, uma vez que € irritante e pode provocar reacdes de

hipersensibilidade.

4.1.4 Sintese dos cicloadutos ésteres de 5 mebros

_ . o O\/
i i
Cl —» N
\ e I Z N
| /
N
N 26 oy CO,Et o

Y

TEA, THF

28a-q

28a R= p-Cl; 28b R = p-F; 28¢ R = p-OMe; 28d R = p-t-bu
28e R = p-Me; 28f R = p-NO,; 28a R = m-NO,
Esquema 22 — Esquema de sintese geral para a sintese dos cicloadutos 28a-g

As isoxazolinas azabiciclicas de cinco membros 28 foram sintetizadas por meio
de uma reacdo comumente empregada na obtencdo de heterociclos, a cicloadi¢ao
1,3-dipolar. Por ser a reacéo onde um dos grupos farmacoforicos é formado, constitui
uma etapa chave na sintese dos compostos hibridos propostos.

A reacao de cicloadicdo envolve a participacdo de um dipolardéfilo, a enamida
24 e de um dipolo, que é uma estrutura zwiteridnica, nesse caso, o N-Oxido de nitrila
CEFNO 27, gerado, in situ, a partir do precursor. Esta reacdo é controlada pelos
Orbitais Moleculares de Fronteira (OMF) HOMO e LUMO do dipolo e do dipolarofilo.

A sintese dos cicloadutos para série de cinco membros ocorre a temperatura
ambiente, normalmente sem muitos problemas. A enamida é quase completamente
consumida, apos a adicao de 1 ou 1/2 equivalente extra de precursor. A adicdo lenta

do precursor constitui um fator determinante para formacao do produto e rendimento
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reacional, uma vez que o N-Oxido de nitrila, gerado in situ, pode dimerizar no meio

reacional (Esquema 22).
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Esquema 22 - Formagé&o do N-6xido de nitrila CEFNO e do seu dimero

Foram obtidos sete cicloadutos, conforme a substituicdo proveniente das
enamidas utilizadas. Os rendimentos obtidos podem ser vistos na tabela abaixo:

Tabela 2 - Cicloadutos de cinco membros: rendimentos

93
70
83
58
55
57
86

Dos Santos (2003) propds o mecanismo de reacao para formacédo do nucleo
isoxazolinico azabiciclico, sugerindo um mecanismo de acdo ndo concertado do
cicloaduto, onde h&a formacgédo de intermediario. A explicacdo para esse tipo de
mecanismo se baseia na linearidade no N-6xido de nitrila (dipolo do tipo alenila) e na
diferenca dos valores de coeficiente de orbital HOMO da enamida, que dificultariam a
formacao simultanea das duas ligac6es para formacéo do nucleo.

No mecanismo proposto, inicialmente ocorre a ligagdo do carbono 3 ao atomo

de nitrogénio da enamida com o carbono do N-6xido de nitrila, formando um
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intermediario N-acil-iminio dipolar. O carbono do N-6xido de nitrila que antes tinha
hibridizagdo sp, passa a ter hibridizacdo sp? e estrutura angular. Promovendo assim,
maior proximidade espacial, interacéo frontal entre o orbital preenchido do oxigénio
com o orbital LUMO do iminio e a adicdo do oxigénio ao carbono do acil-iminio,
formando a segunda ligacdo e consequentemente o nucleo isozaxolinico (Esquema
23) (DOS SANTOS, 2003).

N-6xido de nitrila

M)
\ .
0 - TR
= ; ; P N\ NE
RO [Vp—
enamida / enecarbamato ROC/

(\ H diastercoisdmero

ROC/ "cis"

Esquema 23 - Mecanismo proposto por Dos Santos (2003) para formacéo no nucleo 2-isoxazolina
azabiciclico

4.1.5 Sintese dos hibridos acidos hidroxamicos isoxazolinicos de 5 membros

Acidos hidroxamicos sdo comumente preparados a partir de reacdes entre
hidroxilamina protegidas e acidos carboxilicos ativados, no entanto, essas Ssao
metodologias que utilizam reagentes de hidroxilamina dispendiosos e alguns nao

estéo disponiveis no mercado. A preparacdo mais econémica de acidos hidroxamicos



65

€ a partir da reacao entre hidroxilamina e cloretos ou ésteres de acido (DEVLIN et al,
1975).

Neste trabalho os &cidos hidroxdmicos foram sintetizados a partir dos
cicloadutos ésteres etilicos, obtidos na etapa anterior. A utilizacéo de outra estratégia
de sintese, partindo de cloretos de acidos ou até mesmo aldeidos, acarretariam
etapas adicionais a rota sintética, sem beneficios capazes de superar a rota adotada,
como por exemplo, rendimentos maiores ou facilidade de purificagao.

Foram obtidas sete moléculas inéditas 1 da série de cinco membros a partir da
reacao entre os cicloadutos isoxazolinicos ésteres e a hidroxilamina em meio basico
ou neutro. Quatro condicBes reacionais foram testadas para a sintese dos compostos

e serdo abordadas a seguir.

o N
~OH
K,CO3, NH,OH.HCI NN
MeOH I

e}é > N O cicloaduto| @
Refluxo
O)\©\
Cl

Esquema 24 - Primeira tentativa de sintese de &cido hidroxamico

4.1.5.1 Método 1

® | produto formado

Na primeira condigdo reacional foi utilizado o carbonato de potassio como base
para neutralizagdo do cloridrato de hidroxilamina e metanol como solvente. No
entanto, devido a baixa solubilidade do sal em metanol, ndo houve neutralizagdo. Na
cromatografia em camada delgada foi observada a formacéo de um produto com RF
logo abaixo do ponto do cicloaduto apés quatro horas de reacéo, sob as condi¢des de
agitacao e refluxo (Esquema 24). Posteriormente, utilizando a metodologia descrita
no tépico 5.1.5.2 foi formado um produto com igual RF, que foi elucidado. Percebeu-
se que ele ndo possuia a funcao acido hidroxamico pretendida, tratando-se de um

éster metilico.
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4.1.5.2 Método 2

0
1,5 mol KOH
N N 1 mol NH,OH.HCI NN
/ MeOH /
O O ca.l e
)\@\ t.a. /mmutos )\@\

Esquema 25 - Segunda tentativa de sintese de acido hidroxamico

® | produto formado

Posteriormente, a reacao foi processada a temperatura ambiente e utilizado o
hidroxido de potassio como base, na proporcdo de 1,5 mol de KOH para 1 mol de
NH20H.HCI, sendo observada a formac¢do do mesmo produto da reagéo anterior logo
apos o término da adicdo da solucdo de hidroxilamina e hidréxido de potéssio
(Esquema 25). Esse produto foi isolado em cromatografia em coluna flash com um
sistema eluente de acetato de etila e hexano (2:3) e foi submetido as analises de
infravermelho e RMN, porém ndo foram evidenciadas as bandas nem o0s picos
correspondentes a funcdo &cido hidroxamico. As analises espectrométricas
apontaram que o produto isolado se trata da isoxazolina éster metilico e que antes da
formacdao do acido hidroxamico ocorre uma reacao de transesterificacdo do cicloaduto

éster etilico.

4.1.5.3 Método 3

H
O O\/ o N\
OH
X
/N 2 mol KOH Y
o 1 mol NH,OH.HCI O/

MeOH

t.a. minutos

aR=p-Cl; bR =p-F;c R=p-OMe; d R = p-t-bu e R = p-Me; f R = p-NO,; a R = m-NO,

Esquema 26 - Sintese do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl la
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Na terceira metodologia aplicada (Esquema 26) as reacfes foram realizadas
utilizando KOH e NH20H.HCI na proporgéo de 2:1 mol e tiveram seu término minutos
apos a adicdo da solucdo desses reagentes ao cicloaduto. Foram ajustados os
parametros e técnicas para identificacdo do produto formado, como o sistema de
eluicdo da CCD (Metanol em CHCI3 1:9) e a utilizagdo de solucdo de FeCls como
indicador na placa de CCD. Os acidos hidroxamicos por serem estruturas capazes de
quelar metais, formam com eles complexos estaveis. No caso do ion de ferro (lll),
acidos hidroxamicos formam complexos de cor puarpura-vermelho que podem ser

visualizados na CCD quando o FeCls(q) € borrifado na placa (Esquema 27).

Complexo de cor
\ purpura-vermelho c.a.

(@) O
< ~—
)k OH + Fe’ —— Nee” N+ 3h
- oW ‘ K $

R N
H

R N/ R Produtos formados

Esquema 27 - Formacéo do complexo de &cido hidroxamico com ion de Fe (lll)

Nessa condicao reacional foi observada a formagéo de dois produtos com Rf
bastante proximos, com revelacdo pela solugéo de cloreto férrico (Esquema 27). Os
produtos foram isolados por meio de cromatografia em coluna flash, seguida de

recristalizacdo com etanol e hexano e foram feitas as anélises de RMN e de IV.

Observou-se nos espectros que a mancha com maior Rf tinha as bandas e
picos correspondentes as fungdes pretendidas para o composto final. A mancha com
menor Rf, por sua vez, tinha apenas as bandas e picos correspondentes ao acido
hidroxamico. No espectro de RMN de *H do subproduto (Figura 24) ndo observam-se
0s sinais diagnostico da juncédo dos aneis que possuem deslocamento quimico em
torno de 6 ppm, por outro lado é possivel visualizar sinais de hidrogénios de anel
aromaticos em 7,5 e 8,0 ppm e sinais de baixa intensidade em 9,8 e 10,85 referentes
aos hidrogénios labeis da funcéo acido hidroxamico. Também é possivel visualizar a

banda referente aos estiramentos de ligacdo N-H e O-H no espectro de IV (Figura 25).
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Figura 24 - Espectro de RMN de 'H do subproduto da reacao de formacédo dos &cidos hidroxamicos,
utilizando DMSOds como solvente
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Figura 25 - Espectro de IV-ATR do subproduto da reacéo de formagédo dos &cidos hidroxamicos

A partir dos dados e espectros obtidos e considerando-se a presenca da fungao
amida na estrutura do cicloaduto, sugere-se que nessas condicdes reacionais a
hidroxilamina reage ndo s6 com o éster etilico presente nas moléculas, mas também

com a fun¢éo amida, embora esta seja mais estavel devido a ressonancia e menos
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sensivel a reagir com qualquer nucledfilo. Seria, portanto, formado a N-

hidroxibenzamida, conforme mecanismo proposto no esquema 28.

o) NH\ o o |
oy Ty R
/ ~— — (A

g N s L

NT) & \
/ E _) ’ /—R HO H HO/ H
H o~ 0
Sofre degradagéo  N-hidroxibenzamida \N COOEt \N/ COOEt

Esquema 28 - Suposto mecanismo de formag&o de subproduto na rea¢do dos acidos hidroxamicos

A formacgéo dos &cido hidroxamicos a partir dos ésteres se d4 de maneira
semelhante, onde a base atua neutralizando o cloridrato de hidroxilamina, para a
liberacdo de sua forma neutra, mais reativa. A hidroxilamina, reage com o éster
através do ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio ao carbono da carbonila
no éster. Consequentemente ocorre a deslocalizacdo dos elétrons da dupla ligacéo
para o atomo de oxigénio. O retorno dos elétrons do oxigénio para refazer a dupla
ligacdo promove a liberacéo de etanol e a formacéo do acido hidroxamico (Esquema
29).
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Esquema 29 - Mecanismo da reacgédo de formacao de acidos hidroxamicos a partir de ésteres

H

OH
X

/N 1 mol KOH N N
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N MeOH
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4.1.5.4 Método 4

a R=p-Cl;bR =p-F; e R=p-Me; a R = m-NO,

Esquema 30 - Sintese do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl la

As reacOes da série, com rendimento menor que 50%, foram repetidas
utilizando quantidades equimolares de base e de cloridrato de hidroxilamina
(Esquema 30), com o objetivo de melhorar o rendimento e otimizar a reagao.
Observou-se nessas reagdes que a formagao do subproduto da reagédo (mancha com
Rf menor) é praticamente inexistente e as moléculas substituidas com p-F, p-Cl e p-
Me tiveram uma melhora significativa nos rendimentos, porém essa metodologia tem

como desvantagem o tempo de processamento da reacdo, com duracao de dias. A
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comparacao entre os rendimentos e o tempo de reacdo pode ser vista na tabela

abaixo:

Tabela 3 - Rendimentos e tempo reacional da formacao dos acidos hidroxamicos com e sem excesso

de base

30% / minutos 57% / 7 dias
20% / minutos 70% / 5,5 dias
50% / minutos -

55% / minutos -

33% / minutos 77% / 6 dias
57% / minutos -

39% / minutos 33% / -

A formacgédo do subproduto nas reacdes com excesso de base (método 3)
sugere que essa condicdo é importante para a possivel reacdo entre a hidroxilamina
e a funcdo amida do cicloaduto éster e compromete o rendimento da reacao. Conclui-
se ainda que a basicidade do meio ndo € imprescindivel para forma¢éo do produto,
mas é determinante para o tempo reacional. Ajustes nas quantidades de base séo
importantes para encontrar o equilibrio entre reagces menos prolongadas e menor
formacao de subprodutos. O uso de temperatura também pode ser uma alternativa na

tentativa de otimizacdo da reagéo.

4.1.5.5 Purificacao dos acidos hidroxamicos

No que diz respeito a sintese de &cidos hidroxamicos, muitos progressos foram
feitos ao longo do tempo, no entanto a maioria dos métodos nao é adequada para
sinteses multiplas paralelas ou producédo em larga escala, devido a purificacao e ou
isolamento tedioso desse tipo de composto (YANG; LOU, 2003). Os procedimentos

geralmente resultam em reacdes colaterais com o nitrogénio e acilacdes de oxigénio
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(JOHNSON et al, 1971), gerando grandes quantidades de subprodutos indesejaveis,
gue diminuem os rendimentos, aumentam as etapas e a dificuldade da purificacéo e
tornam a bancada ainda mais complexa (MOCCI et al, 2016).

Essas informacdes trazidas pela literatura foram observadas na pratica, uma
vez que a maior dificuldade encontrada foi o isolamento e a purificacdo dos compostos
finais. As caracteristicas fisico-quimicas, principalmente polaridade e
consequentemente solubilidade interferem bastante nas metodologias de purificacdo
comumente empregadas, como a cromatografia em coluna.

A alta polaridade dos &cidos hidroxamicos, por exemplo, faz com que eles
tenham grande afinidade pela fase estacionaria (silica gel) utilizada na cromatografia
em coluna, exigindo o uso de um sistema de eluicdo também com caracteristicas mais
polares (MeOH em CHCIs 1:9). Observou-se, na pratica, que parte do produto fica
retido na silica e ndo houve éxito na separacdo dos compostos e seus subprodutos
guando tinham Rf muito préximos.

A sintese dos &cidos hidroxamicos em meio bésico, como a utilizada no método
3, tem por finalidade ndo apenas neutralizar o cloridrato da hidroxilamina, mas
também formar o composto na sua forma de sal (hidroxamato). Para esse tipo de
procedimento o isolamento dos produtos pode ocorrer da seguinte forma: o solvente
da reacdo (metanol) é eliminado, o produto é solubilizado em agua e o meio
neutralizado com solucédo de acido. Dessa forma o &cido hidroxadmico na sua forma
protonada e, portanto, menos solUvel em agua precipita no meio.

Nas sinteses executadas nesse trabalho, a tentativa de precipitar os compostos
com a neutralizacdo do meio, em agua, ndo teve éxito, pois 0s compostos nao
precipitaram. Foi necessaria a realizacdo de uma extragcdo com acetato de etila para
a remocéao dos compostos do meio aquoso. A extracao foi feita manipulando-se o pH
do meio, onde em pH mais préximo de 6 observou-se maior facilidade do produto
migrar para fase organica por estar na sua forma protonada, embora tenha levado
mais impurezas também.

Inicialmente tentou-se cromatografia em coluna para purificacdo dos
compostos, mas nao obteve-se sucesso em todos os casos. Posteriormente foram
testados varios solventes para recristalizacdo. Observou-se que o0s &cidos
hidroxamicos sintetizados tem baixa solubilidade em solventes organicos, tendo sido
sollveis ou parcialmente solliveis em metanol, etanol, cloroférmio, acetonitrila e

dimetilsuféxido.
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A purificacdo dos compostos foi possivel através de recristalizacdo com etanol
e hexano. Sendo o etanol utilizado para solubilizar os compostos a quente e o0 hexano

para induzir a precipitacéo, que por vezes foi realizada a frio.

4.1.5.6 Elucidacao estrutural

Os novos acidos hidroxamicos sintetizados foram elucidados estruturalmente
por meio das técnicas espectrométricas de RMN H e 3C, IV-ATR e massas e tiveram
suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas. As andlises de RMN foram
realizadas tendo como solvente DMSOds. Todos 0s espectros podem ser visualizados
no apéndice deste trabalho.

De maneira demonstrativa serdo apresentados os espectros referentes ao
composto la. A figura 27 mostra o espectro de RMN de 'H, onde podem ser
visualizados os sinais diagnésticos da molécula. Os picos correspondentes aos
hidrogénios labeis do N-H e O-H, da fun¢éo acido hidroxamico, aparecem em 9,36 e
11,35 ppm, respectivamente, bastante desblindados por estarem ligados a atomos
bastante eletronegativos. Os hidrogénios do anel aromatico aparecem regido
caracteristica em 7,74 pmm, como multipleto, integrando para quatro hidrogénios. Os
hidrogénios presentes no nucleo 2-isoxazolina aza-biciclica apresentam
deslocamentos e comportamentos similares a outras moléculas contendo 0 mesmo
ndcleo desenvolvidas no grupo de pesquisa. O hidrogénio 3a, da juncdo do biciclo,
um multipleto em 4,24 ppm acopla com dois hidrogénios diferentes. O outro hidrogénio
da juncéo dos aneis, o0 6a, aparece nos sinais rotametros em 6,14 e 6,63 ppm (Figuras
26 e 27).

Conférmeros rotacionais podem ser identificados em espectros de RMN e sao
caracteristicos em estruturas com ligacdes amidicas e carbamidicas. A baixa
temperatura da andlise e o volume do anel aromatico faz com que a rotacéo da ligagcédo
N-C da amida se dé de forma lenta criando dois ambientes quimicos e
consequentemente dois sinais (rotameros) com deslocamentos quimicos similares,

como é caso do hidrogénio da juncdo do aneis.
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Figura 26 - Dados espectrométricos de RMN 'H do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl la
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Figura 27 - Espectro de RMN *H do &cido hidroxamico isoxazolinico p-Cl la

O espectro de RMN de 3C do composto 1la mostra os sinais diagnésticos do

cicloaduto isoxazolinico que s&o o carbono 3a da juncdo dos aneis que aparece em

43,5 ppm e o carbono terciario 6a da juncdo dos aneis em 93,9 ppm, bastante

desblindado por estar ligado diretamente aos heteroatomos de nitrogénio e oxigénio.

Outros sinais aparecem em 28,5 e 52,2 ppm em deslocamento caracteristico de

carbono metileno. Dois sinais com intensidade baixa em 167,9 e 172,7 ppm sé&o

referentes as carbonilas. A visualizacdo desses sinais pode ser melhorada com a

repeticdo da analise, mas com diferentes condicbes experimentais (tempo de
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aguisicao e/ou numero de repeticbes). As atribuicbes dos outros sinais podem ser

vistas nas figuras 28 e 29.

Figura 28 - Dados espectrométricos de RMN 3C do &cido hidroxamico isoxazolinico la
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Figura 29 - Espectro de RMN 13C do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl 12

No espectro de infravermelho da molécula 1a (Figura 30) é possivel observar
as bandas correspondentes as fungcdes presentes nos compostos sintetizados. Em ~
3200 cm* aparece uma banda larga correspondendo aos estiramentos das ligacGes
N-H e O-H. Em 2888 cm estiramentos de cadeia saturada C-H. Em 1638 cm™
aparece uma banda intensa e larga , que corresponde ao estiramento das carbonilas,
enquanto que em 1594 cm?' a banda de média intensidade corresponde ao

estiramento da ligagao C=N.



76

v

90

80

70

60
. 3200 (N-H)

50 o N

5087
47
1490
8 ——

r———

16

1 o
1 o%q%

Era—

1318

1267
918

Son 3200 (0-H)

40

| X\ 1568 (C=N)
30 J
4 N

20 — 1638 (C=0) f

[{s]
o)
o«
10 755.05 (C-Cl) f

b Cl
0 —T
4000 3500

688 il Ry

13894

Transmitancia (%)

1638
=——p 1568
750

[

I | I I |
3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm™)

Figura 30 - Espectro de infravermelho (IV-ATR) do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl 1la

O espectro de massas de alta resolucéo foi obtido apenas para as moléculas
substituidas com CI, OMe, t-bu e Me. A figura 50 ilustra o espectro de massas do
composto p-Cl substituido 1a, cuja massa molecular é de 309,71 g/mol. O espectro foi
gerado a partir da ionizacao positiva da molécula com geracéo do ion molecular M*+1,
cuja massa calculada foi 310,0594 e a encontrada foi 310,0519. No espectro é
possivel observar, ainda, um pico em 312,0520, correspondente ao M*+2, com um
terco da intensidade do pico principal. Estes sinais comprovam a massa do composto
sintetizado e a presenca do atomo do Cl na estrutura do composto, uma vez que
apresenta o perfil isotépico do cloro (**Cl — mais comum e 3/Cl - 30% de abundancia

natural) (Figura 31).



77

1

x104
3100519

Intens. [au

25

20

312.0520

309.0666

0o

309.0 309.5 3100 3105 31.0 3118 3120 3125 miz

Figura 31 - Espectro de massas (MALDI/TOF) do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl 1a

4.2 PARTE QUIMICA — SERIE DE 6 MEMBROS

4.2.1 Sintese do trimero da piperideina 33

A série dos hibridos acidos hidroxamicos isoxazolinicos de seis membros foi
obtida de maneira semelhante a série de cinco membros. No entanto, o reagente de
partida foi a piperidina, utilizada para preparacdo do trimero da piperideina. Esta
reacao se divide em trés etapas e resulta em cristais amarelos como produto final,
com boa estabilidade e passivel de armazenamento por longos periodos,

diferentemente do trimero da pirrolina.

4.2.1.1 Preparacao do acetato de piperidinio 30

CH,COOH 0
— >
-5°C ® _
N N 0
o 29 H H 30

Esquema 31 - Sintese do acetato de piperidinio 30

O acetato de piperidinio 30 foi sintetizado através de uma reacao &acido base

entre a piperidina 29 e o acido aceético glacial. A formacé&o do sal acetato de piperidineo
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se faz necessaria uma vez que a etapa subsequente ocorre em meio aquoso e a
piperidina ndo é soluvel em agua. O produto foi utilizado sem purificacdo prévia, ja

que tem rendimento quantitativo.

4.2.1.2 Obtencao da N-cloropiperidina 31

0
NaOCl,q)
@ 6 —_— > N
/N\ 0°C

Esquema 32 - Sintese da N-cloropiperidina 31

A N-cloragéo da piperidina 30 ocorre por meio da reagdo entre o acetato de
piperidineo e o hipoclorito de sodio, através de um mecanismo radicalar.

Para esta sintese é normalmente empregada uma solucéo de hipoclorito de
calcio preparada conforme metodologia descrita por Claxton et al (2003), a partir de
hipoclorito de célcio 65%, comumente utilizado em limpezas de piscinas. A
substituicdo por solugdo de hipoclorito de sédio (de uso hospitalar) proporcionou
otimizacdo de tempo e processo, uma vez que o0 procedimento anteriormente
empregado no preparo da solucao de hipoclorito de calcio era lento e trabalhoso (over
nigth em agitacéo e filtracdo em funil sinterizado).

A substituicéo por hipoclorito de sodio (de uso hospitalar, ~ 12,5% m/v) so6 foi
possivel por ser uma solucdo concentrada, ndo sendo necessaria a utilizacdo de
grande volume de solucdo na reacao, diferente do hipoclorito de s6dio comercial (~
2,5% m/v) que inviabilizaria o processo. Para confirmacdo e determinacdo da
concentracéo da solucéo de hipoclorito de sédio foi realizada uma titulacado de acordo
com o método iodométrico (KI e Na2S203).
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4.2.1.3 Obtencdao do trimero da piperideina 33

KOH/ Etanol
Refluxo = 24 h
N N N N
Cl 39 32 33

Esquema 33 - sintese do trimero da piperideina 33

A reacdo entre a N-cloropiperidina 31 e o hidroxido de potassio origina o
mondmero 1-piperideina 32, por eliminacdo de HCI. O mondmero por ser altamente
instavel sofre processo de trimerizacdo formando o seu respectivo trimero 33 no meio
reacional.

O trimero foi isolado por meio de cristalizacdo com acetona gelada (- 20 °C),
resultando em cristais amarelos com rendimento global de 40%. A confirmagéo da
formacao do produto foi realizada através da verificacao da faixa de fusédo (58-62 °C),

conforme descrito na literatura.

4.2.2 Sintese das enamidas endociclicas de 6 membros 34

N TEA, THF ‘

TEA, THF RCOCI N
R —_—
N N 70 °C P 70 °C
N o)
—R
33 32 34a-q

34a R= p-Cl; 34b R = p-F; 34c R = p-OMe; 34d R = p-t-bu
4e R = p-Me; 34f R = p-NO,; 349 R = m-NO,

Esquema 34 - Sintese das enamidas endociclicas de seis membros 34

As enamidas endociclicas de seis membros 34 foram obtidas a partir da
adaptacdo da metodologia de sintese dos anélogos de cinco membros, descrita por
Dos Santos (2003). Essa reagdo se processa em temperatura de refluxo e a

destrimerizacdo do trimero 33 ocorre por meio da energia térmica fornecida. O
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mecanismo da reacdo bem como as caracteristicas dos reagentes segue 0 mesmo
raciocinio descrito para as enamidas de cinco membros.

Foram empregados os mesmos substituintes e observa-se na cromatografia
em camada delgada que as enamidas de seis membros sé&o obtidas com uma reacéo
mais limpa e rendimentos relativamente melhores que os analogos de cinco membros.
Esse fato pode ser atribuido a pureza dos trimeros usados, na série de cinco membro
o trimero da pirrolidina é utilizado bruto, enquanto na série de seis membros o trimero
da piperideina € utilizado na forma de cristais puros. Os rendimentos dos produtos

sintetizados estao descritos na tabela abaixo:

Tabela 4 - Rendimento das enamidas endociclicas de seis membros

75
89
77
71
85
53

4.2.3 Sintese dos cicloadutos ésteres de 6 mebros 35

o)
. A\
Cl —» N N
N EtO Il 2Z /
| | o

Esquema 35 - Sintese dos cicloatudos isoxazolinicos azabiciclicos de seis membros 35
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A formacdo do heterobiciclo isoxazolinico de seis membros 35 ocorre pelo
mesmo processo de cicloadicdo 1,3-dipolar descrito para a série de cinco membros.

Quanto a metodologia de sintese, se diferem com relagdo a temperatura
empregada. As reacdes foram realizadas utilizando refluxo, uma vez que, em
trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, foi observado um aumento de cerca de
10% nos rendimentos das reacfes em relacéo as realizadas a temperatura ambiente.

Diferente das rea¢Bes dos analogos de cinco membros, as enamidas de seis
membros nao sdo completamente consumidas na reagao de cicloadicdo, mesmo com
a adicdo de mais um equivalente de trietilamina e do clorooximidoacetato de etila,
podendo-se inferir que a reacado entra em equilibrio quimico. Os rendimentos obtidos
(Tabela 5) sao relativamente menores para essa série, quando comparada com a
série de cinco membros, no entanto a enamida ndo consumida € completamente
recuperada no processo de purificacao.

Estas diferencas podem ser atribuidas as reatividades diferentes da enamidas
de cinco e seis membros. Outro fator € a temperatura em que a reacao ocorre. Para
série de seis membros a reacao é realizada em temperatura de refluxo, que favorece
a formacéo do dimero do precursor do CEFNO, diminuindo um dos reagentes da

reacao.

Tabela 5 - Rendimentos dos cicloadutos isoxazolinicos de seis membros

35
32
36
42
46
34
56
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4.2 .4 Sintese dos hibridos acidos hidroxamicos isoxazolinicos de 6 membros

0
O\/
2 mol KOH
Ny 1 mol NH,OH.HCI ¢ 5 [0
/ MeOH
N~ O
_—

ta. / minutos ¢ |produto formado

Esquema 36 — Primeira tentativa de sintese dos acidos hidroxamicos isoxazolinicos azabiciclicos de 6
membros

Inicialmente a sintese dos acidos hidroxamicos foi feita utilizando excesso de
base, na propor¢gédo de 2 mol de KOH para cada mol de NH20H.HCI. A reacao
aconteceu em alguns minutos e foi formado um produto com revelacao pela solucao
de cloreto férrico, que foi isolado e submetido a andlise de RMN de 'H e 13C. (Esquema
36). Os espectros ndo evidenciaram a formacdo do produto, uma vez que 0s sinais
diagnésticos do heterobiciclo isoxazolinico na faixa de 6 ppm ndo apareceram no
espectro de RMN de 'H (Figura 32), embora tenham aparecido no espectro de
infravermelho as bandas correspondentes aos estiramentos das ligagcdes N-H e O-H

da funcéo acido hidroxamico, em 3034 cm™ e 3293 cm* (Figura 33).

Amocira EXE 02
Soliortaono M. G1208_15
Data 11,12 18_UFFE

Figura 32 - Espectro de RMN 1H do produto da reacéo utilizando DMSOgs como solvente
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Figura 33 - Espectro de IV do produto da reacao

Pelas caracteristicas semelhantes apresentadas nos espectros obtidos para o
subproduto de reacao isolado na série de cinco membros, sugere-se se tratar do
mesmo tipo de reacdo, com formacgéo de N-hidroxibenzamida.

Posteriormente, as reacBes foram realizadas utilizando quantidades
equimolares de cloridrato de hidroxilamina e KOH. O processamento da reacao
ocorreu de maneira mais lenta com duracdo de dias, porém as analises
espectroscopicas evidenciaram a formacdo dos produtos pretendidos.
Semelhantemente a série de cinco membros, foram obtidas sete moléculas finais

inéditas da série de seis membros (Esquema 37).

O\/

/ NH,OH.HCI
N o e
KOH, MeOH

2a R=p-Cl; 2b R = p-F; 1c R = p-OMe; 2d R = p-t-bu; 2e R = p-Me; 2f R = p-NO,; 2a R = m-NO,

Esquema 37 - Sintese dos acidos hidroxamicos isoxazolinicos de 6 membros 2a-g
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Os rendimentos obtidos e tempos reacionais podem ser vistos na tabela abaixo:

Tabela 6 - Rendimentos dos acidos hidroxamicos isoxazolinicos 2a-g

66 / 4 dias
75/ 4 dias
50/ 4,5 dias
48 / 3 dias
50/ 3,5 dias
42 / 8 dias
14/ 3 dias

Observa-se que o0 excesso de base tanto na série de cinco quanto de seis
membros compromete a formagdo dos produtos desejados e o rendimento das
reagOes, sendo mais expressivo na série de seis membros. Esse fato pode ser
atribuido a flexibilidade e rigidez dos anéis de seis e cinco membros, respectivamente,
gue lhes conferem estabilidade e reatividade distintas.

4.2.4.1 Elucidagéo estrutural

Os novos acidos hidroxadmicos isoxazolinicos de seis membros foram
elucidados estruturalmente por meio das técnicas espectrométricas de RMN 'H e 3C,
IV-ATR e massas e tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas. As
analises de RMN foram realizadas tendo como solvente DMSOuds. TOd0S 0S espectros
podem ser visualizados no apéndice deste trabalho.

A caracterizacao estrutural das moléculas estd exemplificada pelos espectros
de RMN e IV da molécula p-NO:2 2f e espectro de massas da molécula 2a. No espectro
de RMN de hidrogénio do hibrido 2f (Figura 34 e 35), os picos correspondentes aos
hidrogénios labeis do N-H e O-H, da fun¢éo acido hidroxamico, aparecem em 9,23 e
11,29 ppm, respectivamente, bastante desblindados por estarem ligados a atomos
muito eletronegativos. O nucleo isoxazolinico é confirmado com o sinal do hidrogénio

3a, da juncao do biciclo, um multipleto em 4,01 ppm, que acopla com dois hidrogénios
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diferentes e tem J = 14,4 Hz. O outro hidrogénio da juncédo dos aneis, 0 7a, aparece
em 5,91 ppm. Em 3,57 e 3,09 ppm, os hidrogénios diasterotépicos do metileno ligado
ao nitrogénio e os dois dubletos em 7,73 pmm e 8,29 ppm, integrando para 2
hidrogénios cada, com J = 8,8 Hz, dos hidrogénios do anel aromatico confirmam a

estrutura da molécula.

1,55;1,71

3,57;3,09

NO,

7,73

Figura 34 - Dados espectrométricos de RMN *H do acido hidroxamico isoxazolinico p-NO 2f
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Figura 35 - Espectro de de RMN *H do acido hidroxamico isoxazolinico p-NO2 2f

O espectro de RMN de ¥C do composto 2f (Figura 37) mostra os sinais
diagnésticos em em 170,1 e 157,5 ppm referentes as carbonilas do acido e da amida,

respectivamente, o sinal do carbono 3a em 42,7 ppm e correspondente ao carbono
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7a em 89,8 ppm. O sinal diagnostico referente ao carbono 7a s6 apareceu nas
moléculas substituidas com o grupamento nitro, nas posicées meta e para, sera
necesséria a repeticdo das andlises. As atribui¢cdes dos outros sinais podem ser vistas
na figura 36.
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Figura 37 - Espectro de de RMN 13C do acido hidroxamico isoxazolinico p-NO2 2f

No espectro de infravermelho da molécula 2f (Figura 38) é possivel observar
as bandas correspondentes as fungdes presentes nos compostos sintetizados. Em
3389 cm e 3300 cm* aparecem as bandas referentes ao estiramento da ligagédo O-
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H e da ligacdo N-H da fungdo acido hidroxamico, respectivamente. Em 2852 cm-*
estiramentos de cadeia saturada. Uma banda intensa referente as carbonilas aparece
em 1635 e 1676 cm, enquanto o estiramento da ligacdo NO:2 parece em 1518 e 1345
cm™t e o estiramento da ligacdo C=N aparece em uma banda de média intensidade

em 1588 cm™.
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Figura 38 - Espectro de infravermelho (IV-ATR) do acido hidroxamico isoxazolinico de seis membros
p-NO2 2f

O espectro de massas foi obtido apenas para as moléculas substituidas com
Cl, F, OMe e t-bu. A figura 55 ilustra o espectro de massas do composto p-Cl
substituido 2a, cuja massa molecular é de 323,73 g/mol. O espectro foi gerado a partir
da ionizacao positiva da molécula com geragédo do ion molecular M*+1, cuja massa
calculada foi 324,0751 e a encontrada foi 324,0635. No espectro é possivel observar,
ainda, um pico em 326,0584 correspondente ao M*+2, com um terco da intensidade
do pico principal. Estes sinais comprovam a massa do composto sintetizado e a
presenca do &tomo do Cl na estrutura do composto, uma vez que apresenta o perfil
isotopico do cloro (**Cl — mais comum e 3'Cl - 30% de abundancia natural) (Figura
39).
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5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5. 1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

A sintese dos compostos foi realizada no Laboratério de Quimica Organica Aplicada
a Farmacos, no Departamento de Ciéncias Farmacéuticas. As reacdes de sintese das
enamidas endociclicas e a cicloadicdo 1,3-dipolar, por serem reacfes sensiveis a
umidade e, portanto, anidras, foram realizadas em vidrarias secas em estufa por 4
horas a 120°C, sob atmosfera de argonio e utilizando solventes tratados com agentes
secantes para eliminacdo de agua. O tetrahidrofurano (THF) foi tratado com
Na®/benzofenona e a trietilamina (TEA) com hidreto de célcio. Ambos foram destilados
antes do uso. O acetato de etila e o hexano, utilizados em purificacbes por
cromatografia em coluna flash, foram previamente destilados. Metanol e cloroférmio
também foram utilizados em purificacdes em cromatofrafia em coluna flash, porém
sem prévia destilacdo. Os reagentes utilizados nas reac¢des foram da marca Aldrich
e/ou Sigma e/ou Dinamica. As analises em cromatografia de camada delgada (CCD)
foram realizadas em cromatofolhas de aluminio (gel de silica 60), contendo indicador
para 254 nm. A visualizacdo das manchas foi efetuada em lampada de U. V. A 254nm,
adsorcdo do iodo e revelacdo com solugdo acida de cloreto férrico. As colunas
cromatograficas foram empacotadas com gel de silica 60 (230 — 400 mesh) e eluidas
sob pressdo (Flash). Os produtos sélidos tiveram seu ponto de fusédo aferidos no
aparelho FISATON® 431D, e, nas reacoes realizadas com sonicacgéo foi utilizado o
UNIQUE® USC 1400-A, com frequéncia 40 KHz. As andlises de RMN de 'H e 13C
foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental,
onde os espectros foram obtidos no equipamento da Varian Unity® 300MHz e Varian
Unmrs® 400MHz. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em ppm, tendo como
padréo interno o tetrametilsilano para RMN de 'H. Os solventes utilizados nas analises
foram o CDCIs-d1, CH3CN-d3s ou DMSOds. Os espectros de absorcdo na regiao do
infravermelho foram obtidos no Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos, no
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, utilizando o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de
selénio e aparelhos Bruker IFS 66 (transformada de Fourier). As frequéncias de

absorcdo foram expressas em cm™. As andlises de massas dos compostos finais
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foram realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste, sendo obtidas
no espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA,
USA), Laser Nd:YAG Smartbeam®, 355 nm, na frequéncia de 100 Hz, utilizando como
matriz 4cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico - HCCA (10 mg/mL) em acetonitrila (ACN)

50% e acido trifluoroacético (TFA) 0,3%, da Fluka e Sigma, respectivamente.
5.2 SERIE DE ISOXAZOLINAS DE CINCO MEMBROS

5.2.1 Sintese do trimero da 1-pirrolina 23

NaOH
AgNO3
: : 1h,0°C G 3h TA. N N
N
22 23

Esquema 38 - Sintese do trimero da Al-pirrolina 23

Em um baldo de fundo redondo, em banho de gelo (0 °C), foi adicionada a
pirrolidina 21 (11,6 mL; 138 mmol) e solu¢des aquosas de hidroxido de sédio (11,48
g; 287 mmol) e nitrato de prata (0,118 g; 0,694 mmol), previamente preparadas com
140 mL de &gua destilada. Ao meio reacional foi adicionada lentamente uma solucgéo
aguosa de persulfato de sodio (33,82 g; 142 mmol; 134 mL). Apds o término da adicéo,
a reacao permaneceu em agitacdo vigorosa durante uma hora a temperatura de 0 °C
e mais trés horas a temperatura ambiente (Esquema 38).

O isolamento do produto 23 foi realizado por meio de extragdo com
diclorometano (3x 120 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o
solvente foi removido em evaporador rotatorio, obtendo-se um 6leo castanho viscoso,

com rendimento médio de 70%.

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE 23

Formula molecular: Ci2H21Ns3

Peso molecular: 207,32 g/mol

Caracteristica fisica: Oleo viscoso castanto
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 23
RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.): Parte do monémero esta presente, devido
ao equilibrio: 1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m); 2,99 (m); 3,82(m); 7,59 (s).

5.2.2 Sintese das enamidas endociclicas 24

5.2.2.1 Sintese da N-(4-clorobenzoil)-2-pirrolina 24a
TEA, THF,
Cloretos de
benzoila
TEA THF subs’utwdos

), 60 °C N/ ), 60 °C
22

24a R= p-Cl; 24b R = p-F; 24c R = p-OMe; 24d R = p-t-bu
24e R = p-Me; 24f R = p-NO,; 24a R = m-NO,
Esquema 39 — Esquema geral para sintese das enamidas endociclicas 24

O trimero da A*-pirrolina 23 foi solubilizado em THF, previamente seco e a esta
solucéo foi adicionada a trietilamina (TEA). A mistura foi submetida a sonicédo e a
temperatura de 60 °C em aparelho de ultrassom durante 30 minutos. Posteriormente
foi adicionado lentamente o cloreto de benzoila para ou meta substituido e a reacéo
permaneceu sob as mesmas condi¢des por mais duas horas (Esquema 39). A
formacao do produto 24 foi confirmada por cromatografia em camada delgada (CCD).

A suspensao resultante foi filtrada em funil de vidro sinterizado e o solvente
removido em evaporador rotatério. Os produtos foram purificados em cromatografia
em coluna flash, utilizando acetato de etila e hexano como sistema de eluic&o.

A quantidade dos reagentes e solventes utilizados, bem como o rendimento
das moléculas sintetizadas podem ser vistas na tabela 7 e os dados fisico-quimicos

na tabela 8.
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Tabela 7 - Reagentes e quantidades utilizadas nas sinteses e purificacdo das enamidas 24a-g

Enamida Trimero Cloreto de TEA THF Sintemade
benzoila eluicao/
Rendimento
24a p-Cl 19778 g p-Cl: 2,52 mL 3,3mL 87 1:5/32%
(9,7801 mmol) (19,5614 (19,5613 mL
mmol) mmol)
24b p-F 3,1518 g p-F: 3,69 mL 4,24 mL 160  3:7/45%
(15,2025 (31,2901 (32,5974 mL
mmol) mmol) mmol)
24c 3,1236 g p-OMe: 4,0 mL 4,28 mL 96 1:1/50%
p-OMe (15,0665 (32,9049 (30,7094 mL
mmol) mmol) mmol)
24d 2,8774 ¢ p-t-butil: 5,7 4,80 mL 100 1,5:8,5/
p-t-butil (13,8852 mL (28,459 (28,4590 mL 44%
mmol) mmol) mmol)
24e p-Me 3,2446 g p-Me: 4,94 mL 5,28 mL 139 3,5:6,5/
(15,6502 (31,3004 (31,3004 mL 13%
mmol) mmol) mmol)
24f p- 3,8787 g p-NO:2: 3,464 ¢ 50mL 119  3:7/16%
NO:2 (18,7087 (18,6688 (36,4323 mL
mmol) mmol) mmol)
24q 3,2446 g m- NO2: 5,89 g 5,28 mL 139 2:3/18%
m-NO2 (15,6502 (31,3016 (31,3002 mL

mmol) mmol) mmol)
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Tabela 8 - Propriedades fisico-quimicas de 24a-g

Enamida Férmula Peso Caracteristica
molecular molecular fisica

24a p-Cl  C11H10CIN 207,66 Solido branco 75-76 0,55
O g/mol amorfo (AcOEt/Hexano 3:7)

24b p-F | C11H10FNO 191,20 Solido branco 59,4 - 0,42
g/mol amorfo 61 (AcOEt/hexano 1:1)

24c Ci12H1sNO2 203,24  Oleo amarelo - 0,29
p-OMe g/mol ViSCOSO (AcOEt/hexano 1:1)

24d CisH19NO 229,32 Cristais 78-80 0,52
p-t-butil g/mol amarelados (AcOEt/hexano 1:1)

24e p-Me  C12H13NO 187,24 Oleo - 0,28
g/mol amarelado (AcOEt/hexano 1:1)

24f Ci1H10N20s = 218,21 Cristais 148- 0,34
p-NO:2 g/mol amarelos 153  (AcOEt/hexano 1:1)

241 C11H10N203 218,21 Cristais 104- 0,32
m-NO2 g/mol alaranjados 106 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24a

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 400 MHz, t.a.), presencga de rotameros: 2,70 (m; 2H);
4,0 (t; J =8 Hz; 2H); 5,21 (m; 1H; rotamero em 5,38); 6,40 (m; 1H; rotamero em 7,06);
7,38 (d; J =8 Hz; 2H), 7,45 (t; J = 12 Hz; 2H).

RMN de *3C (CDClIs, 8, ppm, 100 MHz, t.a.): 28,5 (CHz2); 45.8 (CH2); 112,3 (CH); 128,8
(CH); 129,3 (CH); 130,4 (CH); 134,3 (C); 136,5 (C-Cl); 166,8 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais:

2863; 1590; 1566; 1423; 846; 708.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24b

RMN de H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 2,68 (m;2H);
3,98 (tl; J = 8,7Hz; 2H; rotamero em 3,79); 5,19 (m; 1H; rotAmero em 5,36); 6,40 (m;
1H); 7,07 (m; 2H); 7,50 (m; 2H).
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RMN de 3C (CDClz, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presencga de rotameros: 28,2 (CH2); 45,67
(CH2); 112,0 (CH); 115,4 (d; J = 21,7Hz; CH); 129,9 (d; J = 8,7Hz; CH); 130,3 (CH);
131,8 (C); 163,6 (d; J = 248 Hz; C); 165,7 (C=0).

L.V. (filme, cm™Y), principais sinais: 3.124; 3.078; 3.055; 2.966; 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.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24c

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 2,68(m; 2H;
rotdamero em 2,55); 3,81(s;3H); 3,98(m; 2H); 5,16(s; 1H); 6,50(s; 1H; rotamero em
7,14); 6,89(m; 2H); 7,47(m; 2H).

RMN de ¥C (CDCl3z, &, ppm, 75 MHz, t.a.): 28,2(CH2); 45,7(CH2); 55,2(CHsa);
111,5(CH); 127,9(CH); 159,5(CH); 130,8(CH); 161,0(C); 167,0(C=0).

I.V. = FT (janela de KBr, cm™), principais sinais: 2.957, 1.607, 1.574, 1.512, 1.404,
1.365, 1.110, 1.028, 839, 708.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24d

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 1,28(s; 9H);
2,65(m; 2H); 3,97(tl; J = 8,7Hz; 2H); 5,12(m; 1H; rotamero em 5,31); 6,47(m; 1H;
rotdamero em 7,05); 7,39(m; 4H).

RMN de 13C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 28,2(CH>);
31,0(CHas); 34,6(C); 45,4 (CH2); 111,2 (CH); 125,1(CH); 127,4(CH); 130,7(CH); 132,7
(C); 153,4 (C); 166,8(C=0).

I.V. (filme, cm™?), principais sinais: 3.125; 3.045; 2.960; 2.867; 1.608; 1.413; 1.361;
996; 924, 854.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24e

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 2,37 (s; 3H);
2,69 (m; 2H)) 4,0 (t; J = 8 Hz; 2H; rotdamero em 3,82); 5,16 (s; 1H; rotamero em 5,34);
6,47 (s; 1H; rotamero em 7,08); 7,20 (d; J = 8 Hz; 2H), 7,4 (t; J = 4 Hz; 2H).

RMN de 3C (CDCl3, 8, ppm, 100 MHz, t.a.): 21,5 (CHz); 28,5 (CH2); 45.8 (CH2); 111,4
(CH); 127,9 (CH); 129,1 (CH); 130,9 (CH); 140,6 (C); 167,1 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 2856; 1602; 1567; 1412; 1366, 828.
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24f

RMN de H (CDClIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 2,76 (m; 2H;
rotamero em 2,64); 4,06 (m; 2H; rotamero em 3,79); 5,31 (m; 1H; rotamero em 5,48);
6,34 (m; 1H; rotamero 7,06); 7,70 (m, 2H); 8,29 (m, 2H).

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 28,4 (CH2); 45,8
(CH2); 123,8 (CH; rotamero em 123); 128,8 (CH; rotamero em 128,3); 129,5 (CH);
141,6 (C); 164,4 (C=0).

L.V. (filme, cm™Y), principais sinais: 3.100; 2.968; 2.862; 1.595; 1.512; 1.427; 1.353;
1.316; 860.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 24q

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 2,73 (m; 2H;
rotdamero em 2,62); 4,03 (m; 2H; rotdamero em 3,82); 5,29 (s; 1H; rotamero em 5,44);
6,36 (s; 1H; rotamero em 7,06); 7,62 (t; J = 8,0 Hz; 2H); 7,84 (dI; 1H) 8,29 (dI; 1H);
8,35 (s; 1H).

RMN de 13C (CDCl3, , ppm, 75 MHz, t.a.): 28,3 (CH2); 45,8 (CH2); 113,5 (CH); 122,7
(CH); 124,9 (CH); 129,5 (CH); 129,7 (CH); 133,6 (CH); 137,2 (C); 147,2 (C); 163,97
(C=0).

I.V. — FT (pastilha de KBr, cm™), principais sinais: 3.093; 2.957; 2.864; 1.635;
1.609; 1.531; 1.442; 1.348; 1.301; 718.

5.2.3 Sintese do clorooximidoacetato de etila (precursor do CEFNO) 26

0]

(@]
CI H3N+\)J\ “
OEt e EtO
25

26 N

\OH

Esquema 40 - Sintese do precursor (CEFNO) 26

O cloridrato da glicina esterificada 25 (17,5 g; 0,1253 mol) foi solubilizado em
agua destilada (26,25 mL) e submetido a agitacédo e banho de gelo (0 °C). Em seguida

foi adicionado acido cloridrico concentrado (21,68 mL; 0,70 mol) e uma solucao
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aguosa de nitrito de sédio (17,5 g; 0,2536 mol; 30,6 mL de agua). A adicdo desses
reagentes foi feita adicionando-se metade do volume do &cido, seguida da metade do
volume da solugédo do NaNO: e posteriormente a outra metade do volume do acido e
da solucdo do NaNO:2. A mistura reacional permaneceu sob agitacdo a 0 °C por 20
minutos (Esquema 40). O produto 26 foi extraido com diclorometano (6x 35 mL) e a
fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro. O solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio e hexano gelado foi adicionado ao meio para precipitacdo do
produto. O rendimento da reacgao foi de 40%.

Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas de 26

Composto Férmula Peso Caracteristica

molecular molecular fisica
26 C4HsCINO3 151,55 g/mol Cristais brancos 80 °C

5.2.4 Cicloadicdo 1,3-dipolar das enamidas endociclicas com o oOxido de

carboetoxiformonitrila (CEFNO)

28a R= p-Cl; 28b R = p-F; 28¢ R = p-OMe; 28d R = p-t-bu
28e R = p-Me; 28f R = p-NO,; 28a R = m-NO,
Esquema 41 — Esquema de sintese geral para a sintese dos cicloadutos 28a-g

A enamida endociclica de cinco membros 24a-g foi solubilizada em THF e sob
agitacao vigorosa foi adicionada a TEA. Paralelamente foi preparada uma solucéao
com o clorooximidoacetato de etila em THF e esta foi adicionada a reacdo lentamente

via funil de adi¢cdo (Esquema 41). Apds uma hora, o término da reacao foi evidenciado
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por CCD. A suspensao resultante foi filtrada em funil de vidro sinterizado e o solvente
evaporado em evaporador rotatorio. Os produtos 28a-g foram purificados em
cromatografia em coluna flash, utilizando acetato de etila e hexano como sistema de
eluicéo.

A guantidade dos reagentes e solventes utilizados, bem como o rendimento
das moléculas sintetizadas podem ser vistas na tabela 10 e os dados fisico-quimicos

na tabela 11.

Tabela 10 - Reagentes e quantidades utilizadas nas sinteses e purificacdo dos cicloadutos 28a-g

Cicloaduto Enamida Precursor do TEA THF Sintemade
CEFNO / THF eluicao/
Rendimento
28a p-ClI 24a 1,2509¢g 1,0489¢g 1,06 mL 32 1:5/93%
(6,0237 mmol) (6,9213 mmol) (7,634 mmol) mL
/7,5 mL
24b p-F 24b 2,7162 g 2,4738 g 2,49 mL 24 3,575/
(14,2060 (16,259 mmol) (14,8083 mL 70%
mmol) /16 mL mmol)
28c 24c¢ 1,8601 g 153779 1,58 mL 30 4,5:6,5/
p-OMe (9,2522 mmol) (10,147 mmol) (9,4029 mmol) mL 83%
/11 mL
28d 24d 3,5572 ¢g 2,6074 g 2,67 mL 51,5 3,5:7,5/
p-t-butil (15,5119 (29,297 mmol) (19,219 mmol) mL 73%
mmol) /18,6 mL
28e p-Me 24e 2,06 g 1,8340¢ 1,88 mL 30 15:3,5/
(11,0019 (13,5029 (13,5324 mL 96%
mmol) mmol) / 6 mL mmol)
28f p-NO2  24f 2,0687 g 1,6583 g 1,68 mL 50 2:3/57%
(9,4802 mmol) (10,8992 (12,0754 mL
mmol) / 5,0 mL mmol)
28q 249 1,2425 g 0,9740¢g 0,99 mL 19 2:3/86%

m-NO:2 (5,6940 mmol) (6,3724 mmol) (7,1218 mmol) mL
/2,7 mL
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Tabela 11 - Propriedades fisico-quimicas de 28a-g

Rf
. Férmula Peso Caracteristica F.
cicloaduto - (AcOEt/hexano
molecular molecular fisica °C)
1:1)
322,74 Solido amorfo ~ 102- 0,38
28a p-Cl  CisH15CIN204
g/mol amarelado 104
306,10 Solido amorfo
28b p-F C15H15FN204 83-84 0,39
g/mol amarelado
28c 318,12 Oleo viscoso
C16H18N20s5 - 0,32
p-OMe g/mol amarelado
24d 344,40 Solido amorfo
_ C19H24N204 0,5
p-t-butil g/mol amarelado
302,33 Oleo 0,21
24e p-Me C16H18N204 =
g/mol amarelado
24f 333,30 Cristais 0,35
C15H15N30s6 110
p-NO:2 g/mol brancos
24f 333,30 Oleo
C15H15N30s6 ) - 0,31
m-NO2 g/mol alaranjado

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28a

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 1,36 (t; J =
7,0Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,37 (dd; 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 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 14,0 (CHs); 27,8
(CH2); 43,5 (CH2); 51,1 (CH); 62,3 (CH2); 95,8 (CH); 128,6 (CH); 129,5 (CH); 133,1
(C); 137,0 (C); 152,2 (C); 159,7 (C=0); 168,5 (C=0).

I.V. (filme, cm™), principais sinais: 2.985; 1.724; 1.650; 1.591;1.408; 1.270; 1.180;
1.132; 1.015; 931, 836; 756.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28b
RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros:
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1,38 (t; J = 7,0Hz; 3H); 2,22 (ml; 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 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 14,08 (CHs);
27,95 (CH2); 43,53 (CH2); 51,19 (CH); 62,4 (CH2); 96,17 (CH); 115,6 (d; J = 21,5Hz;
CH); 130,4 (CH); 164,1 (d; J = 250,0Hz; C-F); 131,0 (C); 152,4 (C); 159,8 (C=0); 168,7
(C=0).

L.V. (filme, cm™1), principais sinais: 3.030; 2.986; 2.860; 1.721; 1.652; 1.600; 1.509;
1.408; 1.270; 1.131; 931, 853.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28c

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.): 1,38 (t; J = 7,1Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,35
(dd; J = 6,0Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,22 (sl; 1H); 4,08 (t; J = 8,4Hz; 1H); 4,36 (m; 3H);
6,35 (sl; 1H); 6,93 (d; J = 9,0Hz; 2H); 7,64 (sl;2H).

RMN de *3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.): 14,1 (CHz); 28,1 (CHz2); 43,25 (CHz2); 50,9
(CH); 55,4 (CH3s); 62,3 (CH2); 96,3 (CH); 113,6 (CH); 126,0 (C); 130,1 (CH); 152,4 (C);
159,9 (C-0); 161,7 (C=0); 169,3 (C=0).

I.V. — FT (janela de KBr, cm), principais sinais: 2.998,1.722, 1.645, 1.607, 1.513,
1.393, 1.257, 1.174, 1.128, 1.027, 932, 847.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28d

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 1,30 (s; 9H);
1,36 (t; J = 7,2Hz; 3H); 2,18(m; 1H); 2,34 (dd; J = 6,1Hz; J = 13,2Hz; 1H) 3,16 (sl; 1H);
4,08 (m; 2H); 4,35 (m; 2H); 4,45 (sl; 1H) 6,25 (sl; 1H; rotamero em 6,89); 7,43 (m; 2H);
7,59 (ml; 2H).

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 14,00 (CHa);
27,9 (CHz); 31,5 (CHs); 34,8 (CH2); 40,5 (C); 50,78 (CH); 62,26 (CH2); 96,18 (CH);
125,3 (CH); 127,87 (2CH); 131,8 (C); 152,3 (C); 154,26 (C); 159,6 (C=0); 169,66
(C=0).

I.V. (filme, cm?), principais sinais: 2.923; 1.722; 1.651; 1.613; 1.587; 1.405; 1.270;
1.019; 853.
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28e

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 1,39 (t; J =
7,6Hz; 3H); 2,2 (m; 1H); 2,39 (s; 3H); 3,19 (sl; 1H); 4,07 (t; J = 8,4Hz; 1H); 4,38 (m;
2H); 6,24 (sl; 1H); 7,24 (d; J = 8,4Hz; 2H); 7,57 (sl; 2H).

RMN de *3C (CDCls, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 14,03 (CHa);
21,40 (CHsg); 28,04 (CH2); 43,12 (CH2); 50,89 (CH); 62,29 (CH2); 96,31 (C-O); 128,06
(C); 129,01 (C); 131,92 (C); 141,26 (C); 152,25 (C=N); 159,94 (C=0); 169,74 (C=0).
L.V. - ATR (cm™), principais sinais: 2.983, 1.718,1.645, 1.381,1.266; 1.777; 1.124,
1.016, 928, 830.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28f

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 1,36 (t; J =
7,2Hz; 3H); 2,24 (m; 1H); 2,42 (dd; J = 6,1Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,21 (ml; 1H); 4,13 (m;
1H); 4,35 (m; 3H); 6,07 (d; J = 7,8Hz; rotamero em 6,91); 7,83 (dI; J = 7,8Hz; 2H); 8,28
(d; J = 8,7 Hz; 2H).

RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 13,9 (CHs); 27,6
(CH2); 43,5 (CH2); 51,4 (CH); 62,4 (CH2); 95,3 (CH); 123,7 (CH); 129,0 (CH); 140,6
(C); 148,9 (C); 152,4 (C); 159,6 (C=0); 167,5 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 2.970; 1.722; 1.652; 1.600; 1.524; 1.414; 1.350;
1.272; 1.130; 829.

E.M. - Alta Resolu¢cdo (m/z), calculado 333,09609, encontrado 333,09763.
Principais sinais: 59.0484 (100%); 76.03306; 101.06232; 120.04708; 150.02432;
150.02432; 218.06591; 234.06628; 316.09288; 333.09763 (M+).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 28q

RMN de 'H (CDCls, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 1,36 (t; J =
7,0Hz; 3H); 2,25 (m; 1H); 2,43 (dd; J = 5,7Hz; J = 13,2Hz; 1H); 3,23 (ml; 1H; rotamero
em 3,54); 4,15 (t; J = 8,1Hz; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,13 (d; J = 5,4Hz; 1H; rotdmero em
6,91); 7,65 (t; J = 8,0Hz; 1H); 7,99 (sl; 1H); 8,30 (d; J = 8,4Hz; 1H); 8,49 (sl; 1H).
RMN de 3C (CDCls, 8, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 13,95 (CHsa);
27,54 (CH2); 43,63 (CH2); 51,45 (CH); 62,4 (CH2); 95,4 (CH); 123,12 (CH); 125,4 (CH);
129,73 (CH); 133,8 (CH); 136,42 (C); 147,94 (C); 152,4 (C-N); 159,6 (C=0); 167,15
(C=0).
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I.V. (filme, cm?), principais sinais: 2.934, 1.725, 1.657, 1.587, 1.532, 1.478, 1.439,
1.403, 1.350, 1.269, 922, 880.

5.2.5 Sintese dos &cidos hidroxamicos isoxazolinicos la-g

H
O o} o) N
~ oH
Xy KOH, NH,OH.HCI Xy
/ MeOH /
o

Esquema 42 - Sintese do acido hidroxamico isoxazolinico p-Cl la

Inicialmente foram preparadas, separadamente, uma solucdo de cloridrato de
hidroxilamina em metanol e uma solucdo de hidréxido de potassio, também em
metanol. As duas solu¢cdes foram misturadas e agitadas durante 15 minutos. A
suspensao resultante foi filtrada para eliminacdo do KCI precipitado.

Paralelamente, o cicloaduto éster 28a-q foi solubilizado em metanol e
arrefecido com banho de gelo (0 °C). Ao cicloaduto foi adicionado o filtrado da solugéo
de hidroxilamina e hidroxido de potassio gota a gota (Esquema 42). Apos a adicao, o
banho de gelo foi removido e o final da reacéo foi acompanhado por CCD. A formacao
do &cido hidroxamico la foi evidenciada utilizando, como revelador, uma solucéo de
cloreto férrico. Na CCD a mancha do produto adquire coloracdo puarpura-vermelho.

Apébs o término da reagdo, o metanol foi removido em evaporador rotatoério, o
produto foi solubilizado em agua (~ 1 mL) e o meio foi neutralizado com solucao de
acido acético (1,25 mol.L1). O produto foi extraido da agua com acetato de etila (5 x
5 mL). Para purificacdo, foi realizada uma cromatografia em coluna “flash”, utilizando
metanol e cloroférmio (CHCI3) (1:9) como sistema de eluicdo, seguida de

recristalizacdo com etanol e hexano.
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Tabela 12 - Propriedades fisico-quimicas de la-g

Formula Peso Caracteristic P.F. Rf (MeOH/

Composto

molecular molecular afisica (°C) CHCI3 1:9)

309,71 Soélido amorfo

lap-Cl  Ci3H12CIN3O4 166-168 0,26
g/mol salmao
293,08 Sdlido branco
1b p-F C13H12FN3O4 105-107 0,28
g/mol amorfo
1c 305,10 Sélido amorfo
C14H15N30s5 ) 157-160 0,28
p-OMe g/mol alaranjado
1d 331,37 Solido amorfo
_ C17H21N304 ) 95-98 0,30
p-t-butil g/mol alaranjado
289,29 Solido amorfo
le p-Me C14H15N304 166-168 0,28
g/mol branco
1f 320,08 Solido amorfo  Degrada
C13H12N4Os 0,24
p-NO:2 g/mol amarelo a 170°C
1f 320,08 Solido amorfo

C13H12N4Os 115-117 0,28
m-NO2 g/mol amarelado
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1a

RMN de 'H (DMSOQOus, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 2.18 (sl; 2H);
3,04 (sl; 1H); 3,48 (sl; 1H); 4,25 e 4,10 (m; 1H; rotameros); 6,14 € 6,63 (d; 1H; J=5,4
Hz; rotameros); 7,74 (s; 4H); 9,33 (sl; 1H); 11,35 (sl; 1H).

RMN de 3C (DMSOuds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.): 28,5 (CH2); 52,2 (CH2); 43,55 (CH);
93,94 (CH); 128,48 (CH); 129,46 (CH); 134,12 (C); 135,26 (C); 153,8 (C); 167,9 (C=0);
172.7 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 3204.23 (N-H e O-H); 2884,41 (C-H); 1633,86
(C=0); 1590,74 (C=N); 755,05 (C-CI).

HRMS - MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 310,0594; encontrado: 310,0519.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1b

RMN de 'H (DMSOuds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotdmeros: 2,17 (sl; 2H);
3,05 (sl; 1H); 4,116 (sl; 1H); 4,23 (m; 1H); 6,65 e 6,16 (sl; 1H; rotameros); 7,32 (ft; 2
H; J1=J2 =10,8 Hz); 7,63 (sl; 2H); 9,35 (sl; 1H); 11,34 (sl; 1H).

RMN de 3C (DMSOus, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 28.7 (CH2);
52,2 (CH2); 44,0 (CH); 95,0 (CH); 125,8 (CH; d; J = 87,3 Hz); 130,6 (CH; d; J = 13,8
Hz); 132,3 (C); 154,2 (C); 161,0 (C); 162,2 (C=0); 161,9 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 3161,34 (N-H e O-H); 2815,04 (C-H); 1638,37
(C=0); 1603,92 (C=N); 1386,85 (C-F).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1c

RMN de 'H (DMSOds, &, ppm, 300 MHz, t.a.): 2,15 (sl; 2H); 3,1 (sl; 1H); 3,435 (s; 3H);
4,15 (sl; 1H); 4,23 (t; 1H; J = 14,7 Hz); 6,2 (sl; 1H); 7,01 (d; 2H; J = 9 Hz); 7,55 (d; 2H;
J =8,1 Hz); 9,38 (sl; 1H).

RMN de 13C (DMSOQuds, &, ppm, 300 MHz, t.a.): 55,7 (CHz); 19 (CH2); 56,5 (CHz2); 40
(CH); 94 (CH); 114,1 (CH); 130,1 (CH); 156,6 (C); 154,3 (C); 127,7 (C); 168,9 (C=0);
161,5 (C=0).

L.V. (filme, cmY), principais sinais: 3232,58 (N-H e O-H); 2913,87 (C-H); 1655,36 e
1631,77 (C=0); 1597,41 (C=N); 1264,86 (C-O)

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 306,1089; encontrado: 306,1072.
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1d

RMN de 'H (DMSOQgs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 1,3 (s; 9H);
2,16 (sl; 2H); 3,15 (sl; 1H); 4,24 (m; 1H); 4,15 (sl; 1H); 6,19 e 6,64 (sl; 1H; rotameros);
7,51 (fs; 4H); 9,32 (sl; 1H); 11,35 (sl; 1H).

RMN de 13C (DMSOd6, &, ppm, 300 MHz, t.a.): 30,9 (CHs); 14,0 (CH); 59,7 (CH>);
34,5 (CH); 94 (CH); 125,1 (CH); 127,4 (CH); 40,3 (C); 132,5 (C); 153,3 (C); 160 (C);
170,2 (C=0); 169 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 3247,00 (N-H e O-H); 2890,19 (C-H); 1635,20
(C=0); 1597,02 (C=N); 1412,07 (C-H).

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 332,0835, encontrado: 332,1180.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1e

RMN de *H (DMSOQOus, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 2,16 (sl; 2H);
2,35 (s; 3H); 3,02 (sl; 1H); 4,23 (m; 1H); 4,11 (sl; 1H); 6,17 e 6,63 (sl; 1H; rotameros);
7,28 (d; 2H; J = 7,8 Hz); 7,45 (sl; 2H); 9,41 (sl; 1H); 11,31 (sl; 1H).

RMN de *3C (DMSQds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.): 21,0 (CHs); 26,9 (CH2); 43,5 (CH2);
52,1 (CH); 94,3 (CH); 127,7 (CH); 128,9 (CH); 132,5 (C); 140,5 (C); 153,9 (C); 156,2
(C=0); 162,5 (C=0).

I.V. (filme, cm™), principais sinais: 3247,00 (N-H e O-H); 2890,19 (C-H); 1635,20
(C=0); 1597,02 (C=N); 1412,07 (C-H).

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 290,1140, encontrado: 290,8821.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1f

RMN de 'H (DMSOuds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros: 2,09 (m; 2H);
3,02 (m; 1H); 3,33 (sl; 1H); 4,02 (m; 1H); 6,44 e 5,91 (d; 1H; J = 7,5 Hz; rotameros);
7,81 (m; 2H); 8,31 (m; 2H); 8,58 (sl; 1H).

RMN de 3C (DMSOus, &, ppm, 300 MHz, t.a.): 28,4 (CH2); 43,5 (CH2); 52,9 (CH); 92,4
(CH); 123,5 (CH); 128,9 (CH); 141,8 (C); 148.2 (C); 157,9 (C); 167,2 (C=0); 158,0
(C=0).

1.V. (filme, cm™Y), principais sinais: 3607,05 (O-H); 3301,96 (N-H); 16445,20 (C=0);
1598,83 (C=N); 1419,58 e 1344,39 (NO2).
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 1g

RMN de 'H (DMSOQOus, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros: 2,21 (sl; 2H);
3,15 e 3,07 (sl; 1H; rotameros); 4,14 (sl; 1H); 4,26 (sl; 1H); 6,15 e 6,64 (sl; 1H;
rotameros); 7,80 (sl; 1H); 7,99 (sl; 1H); 8,38 e 8,28 (sl; 2H, rotameros).

RMN de 3C (DMSOus, &, ppm, 300 MHz, t.a.): 26,7 (CH2); 43,8 (CH2); 52,5 (CH); 93,8
(CH); 122,4 (CH); 125,2 (CH); 130,4 (CH); 134,1 (CH); 136,8 (C); 147,6 (C); 154,1 (C);
166,9 (C=0); 156,0 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 3197,51 (N-H e O-H); 2882,38 (C-H); 1633,94
(C=0); 1403,82 e ~1300 (NO2).

5.3 SERIE DE ISOXAZOLINAS DE SEIS MEMBROS

5.3.1 Sintese do trimero da 1-piperideina

5.3.1.1 Preparacéo do acetato de piperidinio 30

CH,COOH 0
 —
-5°C ® _
N N o)
o 29 H H 30

Esquema 43 - Preparacéo do acetato de piperidineo 30

Em um bal&do foram adicionados 15 mL de piperidina 29 (155,85 mmol) e o meio
reacional foi resfriado a -5 °C com banho de gelo/NH4Cl. Com o sistema sob agitacao
e sem ultrapassar a temperatura de 0 °C, foi adicionado lentamente 8,76 mL (155,85
mmol) de &cido acético glacial, através da pipeta graduada. Ainda durante a adi¢do
do &cido foram colocadas algumas lascas de gelo no meio reacional, para completa
solubilizacdo do sal formado. Ao término do procedimento foi obtida uma solucao

aguosa limpida e viscosa, correspondendo ao acetato de piperidinio 30 (Esquema 43).
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5.3.1.2 Titulac&o da solucéo de hipoclorito de sddio

Uma solucéo de hipoclorito de sédio concentrada e obtida comercialmente foi
titulada a fim de verificar sua concentracdo. Para a titulagéo foram utilizados 25 mL de
solucédo aquosa de Kl 4% (m/v), 15 mL de solucdo aquosa de H2SO4 10 % (v/iv) e 1
mL da solucdo de hipoclorito de sédio. Estas solu¢cbes foram misturadas em um
erlenmayer e adquiriram uma coloracdo vermelha escuro devido a reducéo do iodeto
a iodo (I2) pelo hipoclorito. O agente titulante utilizado foi uma solugao de tiossulfato
de sodio 0,1 M.

Conforme adicdo do agente titulante a solugcdo titulada foi sofrendo
descoloracdo até atingir uma cor laranja claro, quando foi adicionado amido
(previamente solubilizado em &gua, apenas algumas gotas foram utilizadas) e a
solucédo adquiriu uma coloracdo azul, devido a interacdo iodo/amido. A titulacéo foi
continuada e ponto de virada foi observado quando a coloracdo passou de azul para

incolor. A concentracao final do hipoclorito de sédio nessa titulacao foi de 12,5%.

5.3.1.3 Obtencéao da N-cloropiperidina 31

@)
NaOCl,q)
@ o e N
/\ 0
H H

30 cr 3

Esquema 44 - Reacéo de obtencdo da N-cloropiperidina 31

Em um balédo foram adicionados 250 mL da soluc¢éo de hipoclorito de sédio 12,5
% (218,56 mmol de NaOCI, quantidade em excesso). O sistema foi resfriado em banho
de gelo (= 0 °C) e colocado em agitagdo. Em seguida foi adicionada, lentamente via
funil de adic&o, a solucéo de acetato de piperidinio 30, anteriormente preparada.

A solucéo resultante permaneceu em agitacdo por 15 min. Observou-se a
turvacdo do meio reacional devida a formacdo da N-cloropiperidina 31, insoluvel em
agua (Esquema 44). Posteriormente foi realizada extracdo com éter etilico (3x 30mL).

O extrato etéreo foi seco com sulfato de sédio anidro durante a noite e armazenado
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em geladeira. Para utilizacdo na proxima reacao, o extrato etéreo foi concentrado até
o volume de aproximadamente 50 mL, utilizando um banho de agua (temperatura ~

50 °C, nunca ultrapassando 65 °C).

5.3.1.4 Obtencéao do trimero da 1-piperideina 33

KOH/ Etanol N
—_— -— =
Refluxo = 24 h
N I N | N N
Cl 31 32 33

Esquema 45 - Sintese do trimero da 1-piperideina 33

Em um baldo de duas bocas, equipado com funil de adicdo com equalizador de
presséo e condensador de refluxo, foram colocados 19,674 g (311,7 mmol) de KOH e
86,7 mL de etanol seco. Ap6s completa dissolucao do KOH em etanol, sob refluxo, foi
adicionado lentamente via funil de adi¢do, a solu¢do concentrada de N-cloropiperidina
31 preparada anteriormente, mantendo a agitacdo magnética vigorosa (Esquema 45).
Apébs o término da adigcdo, a suspensao resultante ficou em agitacdo por mais 1,5h
sob refluxo e em seguida sob agitacdo a temperatura ambiente por mais 24 h.

Decorrido esse tempo, o precipitado de KCI foi filtrado em funil de vidro
sinterizado e lavado com etanol. O etanol foi removido em evaporador rotatorio,
obtendo-se um liquido oleoso de cor castanha.

Para evitar perdas do produto e remover trimero possivelmente retido no sal
precipitado, o KCI foi solubilizado em 180 mL de agua destilada e foi realizada uma
extracdo com éter etilico (3 x 60 mL). A fase etérea foi misturada com o produto obtido
da evaporacao da fase etandlica e foi seca sob Na2SOa4 anidro.

Apo6s completa remogdo do solvente, obteve-se um liquido oleoso de cor
castanha que foi solubilizado em 3 mL de acetona. A cristalizagéo foi efetuada a -18
°C (freezer). Os cristais obtidos, ainda congelados, foram lavados com acetona



109

gelada. O produto obtido 33 foi armazenado em frasco ambar e seco no auto-vacuo e

teve rendimento de 40%.

Tabela 13 - Propriedades fisico-quimicas de 33

Composto Formula Peso Caracteristica

molecular molecular fisica
33 CisH27Ns 149,39 g/mol  Cristais amarelos 58-62 °C

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 33

RMN de 1H (300 MHz, CDCI3) 5, t.a:

1,28 (m, 3 H); 1,56 (m, 6 H); 1,71 (m, 9H); 2,03 (m, 3 H); 2,79 (dd; 3 H); 3,12 (m, 3 H).
RMN 13C (75 MHz, CDCI3) 3, t.a:

82,0 (CH); 46,4 (CH2); 29,2 (CH2); 25,8 (CH2); 22,3 (CH2).

5.3.2 Sintese das enamidas endociclicas de seis membros

TEA, THF ‘

N
TEA, THF Cl benzoila N
—_— — =
N N 70 °C
F 70°C
—R
33 32 34a-g

34a R= p-Cl; 34b R = p-F; 34c R = p-OMe; 34d R = p-t-bu
34e R = p-Me; 34f R = p-NO,; 34a R = m-NO,

Esquema 46 — Esquema geral de sintese das enamidas endociclicas 34a-q

Em um balédo de duas bocas foi pesado o trimero da 1-piperideina 33 e este foi
acoplado a um sistema de refluxo. Em seguida adicionou-se o THF e a trietilamina e
a esta solucédo sob refluxo foi adicionado lentamente, via seringa e agulha, o cloreto
de benzoila para ou meta substituido. Ao término da adicdo a reacdo permaneceu em
refluxo por mais 3h sendo acompanhada por CCD.

A solucéo resultante foi filtrada em funil de vidro sinterizado e levada ao rota-

evaporador para remoc¢ao completa do solvente. Os produtos 34a-g foram purificados
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em cromatografia em coluna “flash” (gel de silica), utilizando sistema de eluicdo de

acetato/hexano.
A quantidade dos reagentes e solventes utilizados, bem como o rendimento

das moléculas sintetizadas podem ser vistas na tabela 15 e os dados fisico-quimicos

na tabela 16.

Tabela 14 - Reagentes e quantidades utilizadas nas sinteses e purificacdo das enamidas 34a-g

Enamida Trimero Cloreto de TEA THF Sintema de
benzoila eluicao/
Rendimento
34a p-Cl 0,500 g p-Cl: 0,728 mL 0,55 mL 22 1:4/75%
(2,008 mmol) (4,016 mmol) (4,016 mmol) mL
34b p-F 0,680 g p-F: 0,65 mL 0,76 mL 30,5 1,5:3,5/
(2,7184 mmol)  (5,4698 mmol) (5,436 mmol) mL 89%
34c 0,500 g p-OMe: 0,68 mL 0,558 mL 22 1:4/77%
p-OMe (2,008 mmol) (4,016 mmol) (4,016 mmol) mL
34d 0,500 g p-t-butil: 0,78 0,558 mL 22 1:4171%
p-t-butil (2,008 mmol) mL (4,016 (4,016 mmol) mL
mmol)
34e p-Me 0,610 g p-Me: 0,70 mL 0,68 ml 275 1:4/85%
(2,4522 mmol)  (4,9044 mmol) (4,904 mmol) mL
34f p- 0,500 g p-NO2: 0,743 g 0,558 mL 22 1:4 /1 53%
NO2 (2,008 mmol) (4,016 mmol)/ (4,016 mmol) mL
1 mL de THF
34q 0,640 g m- NOz2: 0,952 g 0,70 mL 28 15:3,5/
m-NO2  (2,5731 mmol) (5,1461 mmol) (5,0482 mL 56%

mmol)




Tabela 15 - Propriedades fisico-quimicas de 34a-g

Enamida Férmula Peso Caracteristic

molecular molecular a fisica
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34ap-Cl C12H12CINO 221,68

g/mol
34b p-F  Ci2H12FNO 205,23 Liquido
g/mol incolor
34c CisH1sNO2 217,26 Oleo incolor
p-OMe g/mol
34d C16H21NO 243,34 Cristais
p-t-butil g/mol brancos
34e C13H15sNO 201,26 Cristais
p-Me g/mol brancos
34f C12H12N203 232,24 Cristais
p-NO:2 g/mol amarelos
34f C12H12N203 232,24 Cristais
m-NO2 g/mol amarelos

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 34b

99 —
99,4
41,4-
43
93,5-
94
70,6-
715

0,4
(AcOEt/hexano 1:4)
0,47
(AcOEt/hexano 1:1)
0,32
(AcOEt/hexano 1:9)
0,60
(AcOEt/hexano 1:1)
0,27
(AcOEt/hexano 1:5)
0,21
(AcOEt/hexano 1:4)

RMN 1H (300 MHz,CDCI3) 5, t.a, presenga de rotameros: 1,95 e 1,81 (m, 2H,
rotameros); 2,13 (m, 2H); 3,81e 3,57 (m, 2H, rotameros;); 4,88 e 5,24 (m,1H,
rotameros); 6,45 e 7,23 (d, J = 8,1 Hz, 1H, rotdmeros); 7,10 (m, 2H); 7,51 (m, 2H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) 5, t.a, presenca de rotameros: 21,6 (CH2); 21,8 (CH2);
41,2 e 46,7 (CH2, rotameros); 108,0 e 110,0 (CH, rotameros); 115.4 (d, J = 21,6 Hz,
CH); 127,3 e 124,7 (CH, rotameros); 129,9 (C); 130,6 (d, J = 8,4 Hz, CH); 163,7 (d, J

= 249 Hz, C); 168,2 (C=0).

I.V. (janela de KBr, cm?) principais sinais: 3.110, 2.920, 2.875, 2.800, 1.633, 1.601,

1.507, 1.409, 1.377, 1.227, 993, 848, 757, 723, 577.
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 34c

RMN de 1H (300 MHz, CDCI3) §, t.a, presenca de rotameros: 1,93 (sl, 2H); 2,11 (m,
2H); 3,80 (sl, 2H); 3,82 (s, 3H); 4,84 e 5,17 (sl, 1H, rotameros); 6,52 (sl, 1H); 6,90 (dlI,
J = 8,7 Hz, 2H); 7,47 (dI, J = 8,7 Hz, 2H).

RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) &, t.a: 21,9 (CH2); 21,8 (CH2); 41,2 (CH2); 55,3 (CH3);
107,2 (CH); 113,5 (CH); 127,1 (CH); 127,9 (C); 130,3 (CH); 161,1 (C); 169,0 (C=0).
l.V. (janela de KBr, cm™) principais sinais: 3.080, 3.000, 2.930, 2.830, 1.629, 1.510,
1.407, 1.375, 1.253, 1.175, 1.029, 992, 842, 760, 720, 586.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 34d

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) o, t.a, presenga de rotameros: 1,32 (s, 9H); 1,95 (sl,
2H); 2,05 (m, 2H); 3,82 (sl, 2H); 4,84 (sl, 1H); 6,51 (d, J = 7,2 Hz, 1H); 7,42 (s, 4H).
RMN 13C (75 MHz, CDCI3) §, t.a: 21,8 (CH2); 31,2 (CH3); 34,8 (CH2); 41,1 (CH2);
47,0 (C); 107,2 (CH); 125 a 133 (CH); 153,5 (CH); 169,4 (C=0).

V. (pastilha KBr, cm) principais sinais: 3.000 — 3180, 2.960, 2.869, 1.623, 1407,
1.374, 1.266, 992, 850, 699.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 34e

RMN de 1H (300 MHz, CDCI3) §, t.a, presencga de rotameros: 1,92 (sl, 2H); 2,10 (m,
2H): 2,36 (s, 3H); 3,79 (sl, 2H); 4,81 (sl, 1H); 6,45 (sl, 1H); 7,17 (dl, J = 8,1 Hz, 2H);
7,35 (dl, J = 8,1 Hz, 2H).

RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) 8, t.a: 21,3 (CH3); 21,6 (CH2); 21,8 (CH2); 41,0 (CH2);
107,0 (CH); 127,6 (CH); 128,2 (CH); 128,8 (CH); 128,9 (CH2); 140,2 (C=0).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 34f

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) §, t.a, presenca de rotameros: 1,97 (m, 2H); 2,13 e 1,82
(m, 2H, rotameros); 3,85 e 3,49 (m, 2H, rotameros); 4,95 e 5,30 (m, 1H, rotameros);
6,30 e 7,25 (dl, J = 8,4 Hz, 1H, rotameros); 7,64 (dl, J = 8,7 Hz, 2H); 8,27 (dI, J = 8,7
Hz, 2H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) §, t.a: 21,4 (CH2); 21,8 (CH2); 41,1 (CH2); 109,4 (CH);
123,6 (CH); 126,3 (CH); 129,1 (CH); 141,1 (C); 148,6 (C); 167,0 (C=0).

I.V. (pastilha KBr, cm™) principais sinais: 3.107, 2.955, 2.932, 2.895, 1.627, 1.600,
1.515, 1.413, 1.385, 1.350, 1.317, 1.288, 1.270, 1.258, 993, 864, 840, 755.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 34g
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RMN 1H (300 MHz, CDCI3) &, t.a, presenga de rotameros: 1,99 e 1,84 (m,
2H,rotameros); 2,16 (m, 2H); 3,86 e 3,57 (m, 2H, rotameros); 4,97 e 5,33 (m, 1H,
rotameros); 6,35 e 7,26 (dl, J = 8,4 Hz, 1H, rotameros); 7,65 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 7,84
(dl, J=8,1Hz, 1H), 8,33 (m, 2H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) 5, t.a, presenc¢a de rotameros: 21.4 (CH2); 21.7 (CH2);
41.2 e 46.6 (CH2, rotameros); 109.5 e 111.7 (CH, rotameros); 123.2 e 122,5 (CH,
rotameros); 124.8 e 124,1 (CH, rotameros); 126.3 (CH); 129.6 (CH); 134.1 e 133,4
(CH, rotameros); 136.6 (C); 147.0 (C); 166.4 (C=0).

I.V. (pastilha KBr, cm-1) principais sinais: 3.077, 2.954, 2.925, 2.876, 1.634, 1.531,
1.412,1.385, 1.351, 994, 918, 720, 614.

5.3.3 Sintese dos cicloadutos isoxazolinicos de 6 membros

o)
o\/
o} o
| i \
Cl — N N
N EtO Il 2z /
| c N o
35a-g

26 Son COLEt
o \ B 2 ]
‘ R > o X
34 = TEA, THF, Refluxo ’ —R
/

5a R= p-Cl; 35b R = p-F; 35¢ R = p-OMe; 35d R = p-t-bu
5f R = p-NO,; 35a R = m-NO,

Esquema 47 — Esquema geral de sintese dos cicloadutos isoxazolinicos 35a-g

Em um baldo de duas bocas foi adicionada a enamida 34a-q, o THF e a
trietilamina. A esta solucao, sob refluxo, foi adicionada lentamente, via funil de adi¢&o,
a solucdo de clorooximidoacetato de etila 26. Completada a adicdo, mais um
equivalente de trietilamina e de precursor 26 foi adicionado nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente.

Ao término da adicéo, a reagdo permaneceu por mais 20 min sob refluxo e a
formacao do produto foi confirmada por CCD. O sal formado (cloreto de trietilamoénio)

foi filtrado e o solvente foi removido por meio de evaporador rotatorio. Os produtos
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foram purificados em cromatografia em coluna “flash” (gel de silica), sistema
acetato/hexano.

A quantidade dos reagentes e solventes utilizados, bem como o rendimento
das moléculas sintetizadas podem ser vistas na tabela 17 e os dados fisico-quimicos

na tabela 18.

Tabela 16 - Reagentes e quantidades utilizadas nas sinteses e purificacdo dos cicloadutos 35a-g
THF Sintema de

eluicao/

Precursor do
CEFNO / THF

Cicloaduto Enamida

Rendimento

35a p-Cl

35b p-F

35¢
p-OMe

35d
p-t-butil

35e p-Me

35f p-NO2

359
m-NO2

34a1,0079 ¢
(4,5606 mmol)

34b 1,4972 g
(7,2938 mmol)

34c¢ 1,0058 g
(4,6350 mmol)

34d 1,0404 g
(4,2815 mmol)

34e 1,3022 g
(6,5057 mmol)

340,750 g
(3,2327 mmol)

349 0,999 ¢
(4,3060 mmol)

0,7504 g
(5,0109 mmol)
/3,7 mL
1,5617 g
(10,4175
mmol) / 4,7 mL
0,7694 g
(5,0987 mmol)
/4,0 mL
0,7131g
(4,7078 mmol)
/3,5 mL
1,399 ¢
(9,2919 mmol)
/4,0 mL
0,540 g
(3,5594 mmol)
/2,7mL
0,720 g
(4,7411 mmol)
/3,6 mL

0,76 mL
(5,5073 mmol)

1,9mL
(13,541 mmol)

0,779 mL
(5,6086 mmol)

0,72 mL
(5,1786 mmol)

1,7 mL
(12,078 mmol)

0,54 mL
(3,9423 mmol)

0,73 mL
(5,3170 mmol)

14,5
mL

23,5

mL

17,5

mL

25

mL

21

mL

10,6
mL

14

mL

1:4/35%

2,575/
35%

1535/
36%

2,575/
42%

2,575/
46%

1,5:3,5/
34%

1535/
56%
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Tabela 17 - Propriedades fisico-quimicas de 35a-g

. Formula Peso Caracteristica P.F. Rf /
Cicloaduto -
molecular molecular fisica (°C) AcOEt/hexano
336,74
35a p-Cl  Ci16H17CIN204
g/mol
320,32 , .
35b p-F C16H17FN204 Oleo incolor - 0,18/1:3
g/mol
35¢ 318,12 Oleo
C16H18N20s - 0,15/1:3
p-OMe g/mol amarelado
35d 358,43 , ,
. C20H26N204 Oleo incolor - 0,2/15
p-t-butil g/mol
316,35 ) _ 0,58/1:1
35e p-Me C17H20N204 Oleo incolor -
g/mol
35f 347,32 Solido amorfo ~ 113- 0,2/3:7
C16H17N3Oe
p-NO:2 g/mol branco 114
35f 347,32 Solido amorfo  107-
C16H17N30s 0,15/ 3:7
m-NO2 g/mol branco 107,4

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 35b

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) &, t.a, presenga de rotameros: 1,36 (t, J = 7,2 Hz, 3H);
1,70 a 2,08 e 2,51 (m, 4H, rotameros); 3,24 (m, 1H); 3,37 e 3,80 (m, 1H, rotdameros);
4,34 (m, 3H); 6,16 (sl, 1H); 7.12 (m, 2H); 7,59 (m, 2H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) §, t.a: 13,9 (CH3); 18,9 (CH2); 21,6 (CH2); 39,0 (CH2);
41,3 (CH); 62,1 (CH2); 91,4 (CH); 115,6 (d, J = 21,5Hz, CH); 129,9 (d, J = 8,5 Hz,
CH); 130,0 (d, J = 8,4 Hz, C); 155,8 (C); 159,9 (C=0); 165,3 (d, J = 250 Hz, C); 171,2
(C=0).

I.V. (janela de KBr, cm-?) principais sinais: 2.980, 1.725, 1.644, 1.602, 1.417, 1.376,
1.348, 1.233, 1.128, 922, 851, 762.

E.M — Alta Resolugdo (m/z). Calculado 320.11724, encontrado 320.11768.
Principais sinais: 75.02981, 95.03430, 123.03420 (100%), 205.10546, 247.10365,
303.11120, 320.11768 (M+).
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 35c¢

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) §, t.a: 1,36 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 1,68 a 1,93 (m, 4H); 3,21
(m, 1H); 3,36 (m, 1H); 3,82 (s, 3H); 4,34 (m, 3H); 6,33 (sl, 1H); 6,92 (dI, J =9 Hz, 2H);
7,50 (dl, J = 9,0 Hz, 2H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) &, t.a: 14,0 (CH3); 18,9 (CH2); 21,7 (CH2); 39,5 (CH2);
41,3 (CH ); 55,3 (CH3); 62,1 (CH2); 91,6 (CH); 113,8 (CH); 126,4 (C); 129,7 (CH);
155,9 (C); 160,0 (C); 161,4 (C=0).

V. (janela KBr, cm™) principais sinais: 2.958, 1.722, 1.651, 1.606, 1.417, 1.344,
1.251,1.176, 1.129, 1.024, 921, 843, 763.

E.M - Alta Resolucdo (m/z). Calculado 332.13722, encontrado 332.12713.
Principais sinais: 77.02489, 107.03699, 135.03258 (100%), 217.09206, 332.12713
(M+).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 35d

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) 5, t.a, presenca de rotameros: 1,31 (s, 9H); 1,35 (t, J =
7,2Hz, 3H); 1,68 a 1,94 (m, 4H); 3,23 (m, 1H); 3,33 (sl, 1H); 4,34 (m, 3H); 6,22 (s, 1H);
7,46 (m, 4H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) 5, t.a., presen¢ca de rotameros: 14,0 e 12,8 (CHS3,
rotameros); 18,9 (CH2); 21,8 (CH2); 31,0 (CH3); 34,8 (C); 41,2 (CH); 42,7 (CH2); 62,2
e 64,2 (CH3, rotameros); 92,0 (CH); 125,4 (CH); 127,3 (CH); 131,4 (C); 153,9 (C);
160,0 (C); 160,8 (C); 172,4 (C=0).

I.V. (janela de KBr, cm?) principais sinais: 2.962, 1.721, 1.657, 1.580, 1.417, 1.374,
1.345, 1.246, 1.128, 921, 850, 770, 731, 712.

E.M — Alta Resolugdo (m/z). Calculado 358.18926, encontrado 358.17850.
Principais sinais: 83.06093, 128.07009, 161.09528 (100%), 260.13304, 358.17850
(M+).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 35e

RMN de 1H (300 MHz, CDCI3) &, t.a: 1,34 (t, J = 7,5 Hz, 3H); 1,69 a 1,88 (m, 4H);
2,36 (s, 3H); 3,20 (m, 1H); 4,20 (sl, 1H); 4,31 (m, 3H); 6,28 (sl, 1H); 7,18 (dIl, J = 7,8
Hz, 2H); 7,41 (dl, J = 8,4 Hz, 2H).

RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) 8, t.a: 13,99 (CH3); 18,84 (CH2); 21,31 (CH3); 21,59
(CH2); 41,26 (CH); 62,06 (CH2); 91,0 (CH); 127,55 (CH); 129,0 (CH); 131,4 (C); 140,8
(C); 159,9 (C); 172,3 (C=0).
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 35f

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) 9, t.a, presen¢a de rotameros: 1,33 (t, J = 6,9 Hz, 3H);
1,70 a 1,95 (m, 4H); 3,26 (m, 1H); 3,36 (sl, 1H); 4,31 (m, 3H); 5,94 (sl, 1H); 7,72 (d, J
= 7,8 Hz, 2H); 8,26 (d, J = 8,7 Hz, 2H);

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) &, t.a: 13,9 (CH3); 18,6 (CH2); 21,6 (CH2); 39,2 (CH2);
41,5 (CH); 62,2 (CH2); 90,9 (CH); 123,7 (CH); 128,5 (CH); 140,4 (C); 148,7 (C); 156,0
(C);159,7 (C=0); 170,1 (C=0).

I.V. (pastilha KBr, cm™) principais sinais: 3.074, 2.980, 1.722, 1.638, 1.591, 1.519,
1.428, 1.347, 1.126, 958, 919, 864, 792, 768.

E.M — Alta Resolugdo (m/z). Calculado 347.11174, encontrado 347.11345.
Principais sinais: 85.01197, 104.02589, 150.01470 (100%), 167.0314, 232.08456,
279.14359, 330.0949, 347.11345 (M+).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 35¢

RMN 1H (300 MHz, CDCI3) &, t.a: 1,33 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 1,70 a 1,98 (m, 4H); 3,27
(m, 1H); 3,40 (sl, 1H); 4,31 (m, 3H); 6,00 (sl, 1H); 7,62 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 7,89 (d, J =
7,2 Hz, 1H); 8,37 (sl, 1H); 8,28 (m. 1H).

RMN 13C (75 MHz, CDCI3) §, t.a: 13,9 (CH3); 18,7 (CH2); 21,6 (CH2); 39,4 (CH2);
41,5 (CH); 62,2 (CH2); 91,0 (CH); 122,7 (CH); 125,0 (CH); 129,7 (CH); 133,1 (CH);
136,1 (C); 148,0 (C); 155,9 (C); 159,7 (C=0); 169,7 (C=0).

I.V. (pastilha KBr, cm™) principais sinais: 3.105, 2.980, 2.965, 2.880, 1.723, 1.668,
1.532,1.432,1.351, 1.250, 1.117, 929, 858, 765, 730, 700.

E.M — Alta Resolugdo (m/z). Calculado 347.11174, encontrado 347.11345.
Principais sinais: 104.02289, 150.01025 (100%), 232.07465, 274.07465, 330.1072,
347.11600 (M+).
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5.3.4 Sintese dos acidos hidroxamicos isoxazolinicos de 6 membros

NH,OH.HCI

KOH, MeOH

2a R= p-Cl; 2b R = p-F; 1c R = p-OMe; 2d R = p-t-bu; 2e R = p-Me; 2f R = p-NO,; 24 R = m-NO,

Esquema 48 — Esquema geral de sintese dos acido hidroxamico isoxazolinicos azabiciclicos 2a-g

Inicialmente foram preparadas, separadamente, uma solucao de cloridrato de
hidroxilamina em metanol e uma solucdo de hidroxido de potédssio, também em
metanol. As duas solucdes foram misturadas e agitadas durante 15 minutos. A
suspensao resultante foi filtrada para eliminacao do KCI precipitado.

Paralelamente, o cicloaduto éster 35a-g foi solubilizado em metanol e foi
adicionado o filtrado da solucéo de hidroxilamina e hidréxido de potassio gota a gota.
O cicloaduto ndo solubiliza completamente no metanol e a rea¢ao ocorre inicialmente
em um sistema bifasico. Conforme ocorre seu consumo, o cicloaduto vai solubilizando
no meio.

O término da reacao foi acompanhado por CCD e a formacdo do acido
hidroxamico 2a foi evidenciada utilizando, como revelador, uma solucéo de cloreto
férrico. Na CCD a mancha do produto adquire coloracdo vermelho-parpura. Os
produtos que precipitaram no meio foram filtrados em funil de vidro sinterizado e
lavados com etanol. Nas outras reagdes o solvente da reacgdo foi eliminado em
evaporador rotatorio e o produto foi purificado por recristalizagdo com etanol/hexano.

Os dados referentes as quantidades dos reagentes e solventes utilizados nas
reacoes, isolamento e purificagdo dos produtos podem ser vistos na tabela 19 e as

propriedades fisico-quimicas na tabela 20.
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Tabela 18 - Propriedades fisico-quimicas de 2a-g

. - Rf (MeOH/
Formula Peso Caracteristica

.F.
Composto CHCI3

molecular molecular fisica (°C)
0,8/9,2)

323,73 Solido branco

2a p-Cl  C14H14CIN3O4 185-187 0,24
g/mol amorfo
Solido amorfo
2b p-F C14H14FN3O4  307,8 g/mol . 174-176 0,36
salméo
2c 319,31 Sdélido branco
Ci15H17N30s 166-168 0,22
p-OMe g/mol amorfo
2d 345,39 Solido amorfo
_ Ci8H23N304 162-164 0,36
p-t-butil g/mol salméo
303,31 Solido branco
2e p-Me C15H17N304 152-154 0,26
g/mol amorfo
2f 334,28 Solido amarelo
C14H14N4Os 130-132 0,29
p-NO:2 g/mol escuro
2f 334,28 .
C14H14N4Os Solido amarelo  84-87 0,24

m-NO:2 g/mol



120

ajuinbas

euibed eu sa03BM8500 18/,

alunbas

euibed eu sopdeMSSqO 19/,

selp ¢

seip g

%05 /louela wod wabeae| / (Uyg

‘02Ul olew ou nojdd onpoud O

%8 / ouexay

9 |ouBld WO oBdeZIEISUIaY

Selp G'y

SEIp £

%06 /loue}s wod wabeae| ; (4og

:01uy) o1sw ou noydd onpoid O

%G/ | OUEX3Y

9 |ouBld WO oBdeZIEISUIaY

Selp Gy

SEID ¢

%499 /loue}s Wwod wabeae| ; (Ugy

‘02Ul olew ou nojdd onpoud O

ojuawWIpuay

joedeayund

seip

Tw g'y / (joww
80£0'11) 668190
w G'¢ / (jow

£260'6) O OFLG0
Jw G'g / (Joww

y¥GeE8) b ZL¥'0
Jw 8°G / (joww

L¥¥9'€l) B 65910

W QG / (joww
Go0¥'zl) 6 85690
W ¥ / (Joww

9592 6) b GEZ5 0

Jwi / (joww
¥€€6'01) B GELY0

HO=W /HOM

Jwog
/ (loww 80€0‘L 1)
699970
Jw G/ (joww
£860'6) 651890
Juwi G / (joww
¥¥5€'8) b 85290
w G/ / (joww
LP¥9'cl) B 8¥60
Jwo's
/ (loww 500¥'Z1)
671980
Jw g/ (joww
9692'6) b ¥69°0
Jwog
/ (loww $EE€6°01)
b 8652°0
HO3W
NIOHHO?HN

w G/ (joww
0¥6t'L) B G61'0 BGE
W # / (joww
GG/0°1) 695¢'0 IG€
Jw 7 / (joww
GLEL'L) 6.09¢'0 PSE
Jw 0°g / (joww
6/¥8°L) B62£9'0 PGE
i
0'G / (joww 66/9°1)
6 29550 96€
Jw o'¢ / (Joww
gGe'L) 6 zoy'0 9g€

Jw G / (joww
o8t’'L) 6 6/¥'0 BGE

EON-W

ZON-d 32

aN-d g

Ing-3-d

Pe

4-dag

10-d &g

HO3I / 0Inpeojo1)  0jsodwiod

BB 5001U1j0ZeX0S] SODNWEXOIPIY SOpPIJE sop ogdeoyund @ sasaluls seU SEpPEZ|NN sapepnuenb a sajuabeay - (7 e@qe]



121

Observacdes sobre o isolamento e purificacdo do composto 2f:

A partir do quarto dia precipitou um p6 branco no meio reacional, insolavel em
agua e acetato de etila. Por meio de CCD evidenciou-se que nédo era o produto e o
precipitado foi descartado. A reacdo permaneceu em agitacdo durante oito dias,
quando o produto foi isolado, mesmo sem o término do consumo do cicloaduto, pois
observou-se que ndo havia mais variacdo de intensidade de sua mancha na CCD. O
sobrenadante foi evaporado em evaporador rotatorio e foi realizada uma extracdo com
agua e acetato de etila (5x5mL). Parte do produto precipitou durante a extracdo. A
fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente evaporado. O produto
foi recristalizado com etanol e hexano, foram obtidos 153 mg do composto 2f com

rendimento de 42%.

Observacgdes sobre o isolamento e purificacdo do composto 29:

A reacao permaneceu em agitacdo durante trés dias, quando foi evidenciado o
término da reacdo. Formou-se um precipitado no meio reacional que ndo era o
produto, conforme a CCD. Este foi filtrado e desprezado. O sobrenadante foi
evaporado em evaporador rotatério e foi realizada uma extracdo com agua e acetato
de etila (5x5mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente
evaporado. O produto foi recristalizado com etanol e hexano e foram obtidos 69,8 mg

do composto 2g com rendimento de 14%.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2a

RMN de *H (DMSQuds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,55 (sl; 1H); 1,71 (m; 3H); 3,07 (m; 1H;
J = 26 Hz); 3,6 (s; 1H); 4,0 (sl; 1H); 6,05 (sl; 1H); 7,51 (d; 2H; J = 11,2 Hz); 7,51 (d;
2H; J = 11.2 Hz).

RMN de *3C (DMSOQds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 18,7 (CH2); 20,9 (CHz2); 40,0 (CH2);
42,6 (CH); 129,0 (CH); 129,7 (CH); 134,2 (C); 135,4 (C); 156,7 (C); 157,0 (C=0); 170,8
(C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 3259,14 (N-H e OH); 2931,02 (C-H); 1650,79 e
1623,09 (C=0); 1587,99 (C=N); ~800 (C-Cl).

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 324,0751, encontrado: 324,0635.
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DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2b

RMN de *H (DMSOus, &, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,56 (sl; 1H); 1,71 (m; 3H); 3,07 (m; 1H);
3,63 (sl; 1H); 3,95 (sl; 1H); 6,15 (sl; 1H); 7,32 (ft; 2H; J1 =J2 = 8,8 Hz); 7,56 (d; 2H; J1
=11,2Hz e J2 =8,4 Hz); 9,27 (s; 1H); 11,32 (s;1H).

RMN de 3C (DMSQugs, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 18,3 (CH2); 20,3 (CH2); 40,0 (CH>);
42,1 (CH); 115,4 (CH, d; J =88 Hz); 129,9 (CH; d; J = 33,6 Hz); 131,4 (C); 156,4 (C);
161,7 (C); 164,2 (C=0); 170,4 (C=0).

L.V. (filme, cm™), principais sinais: 3253 (N-H); 2931 (O-H); 1651 e 1625 (C=0);
1589 (C=N); 1428 (C-F).

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 308,1046, encontrado: 308,0510.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2c

RMN de *H (DMSQds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,72 (m; 3H); 1,55 (m; 1H; J = 10,4 Hz);
3,80 (s; 3H); 3,04 (m; 1H); 3,61 (m; 1H); 3,9 (sl; 1H); 6,45 (sl; 1H); 7,02 (d; 2H; J =8,8
Hz); 7,47 (d; 2H; J = 8,8 Hz); 9,3 (sl; 1H); 11,3 (sl; 1H).

RMN de 3C (DMSOus, &, ppm, 400 MHz, t.a.): 55,8 (CHzs); 18,9 (CH2); 20,9 (CH2);
40,2 (CH2); 42,4 (CH); 114,2 (CH); 129,9 (CH); 127,3 (C); 157,2 (C); 171,5 (C=0);
161,2 (C=0).

V. (filme, cmY), principais sinais: 3235 (N-H); 2918 (O-H); 1650 (C=0); 1609
(C=N), 1263 (C-0)

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 320,1246, encontrado: 320,1208.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2d

RMN de *H (DMSOQuds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,30 (s; 9H); 1,56 (sl; 1H); 1,70; (m; 3H);
3,06 (m; 1H); 3,62 (sl; 1H); 4,0 (sl; 1H); 6,18 (sl; 1H); 7,43 (d; 2H; J = 8,4 Hz); 7,50 (d;
2H; J = 8,8 Hz); 9,3 (sl; 1H); 11,3 (sl; 1H).

RMN de 13C (DMSOugs, &, ppm, 400 MHz, t.a.): 31,4 (CHs); 18,9 (CH2); 20,9 (CH2); 60
(CH2); 42,5 (CH); 125,7 (CH); 127,7 (CH); 35,03 (C); 132,55 (C); 153,38 (C); 156,78
(C); 171,78 (C=0); 157,22 (C=0).

I.V. (filme, cm™), principais sinais: 3210.0 (N-H); 2960.0 (O-H); 1635.0 (C=0);
1610.0 (C=N); 1418 (C-CHa).

HRMS — MALDTOF (m/z): [M*+1] calculado: 346,1766, encontrado: 346,2207.

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2e
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RMN de *H (DMSQds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,70 (m; 3H); 1,57 (sl; 1H); 2,35 (s; 3H);
3,05 (m; 1H; J = 13,2 Hz); 3,61 (sl; 1H); 3,9 (sl; 1H); 6,23 (sl; 1H); 7,28 (d; 2H; J=8,4
Hz); 7,38 (d; 2H; J = 8 Hz); 9,25 (sl; 1H); 11,25 (sl; 1H).

RMN de *3C (DMSQds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 20,9 (CHs); 18,4 (CH2); 20,4 (CH2);
39,5 (CH2); 41,9 (CH); 127,3 (CH); 129,9 (CH); 132,0 (C); 140,01 (C); 157 (C=0);
171,3 (C=0).

L.V. (filme, cm™?), principais sinais: 3252 (N-H); 2931 (O-H); 1651 e 1625 (C=0);
1589 (C=N); 1426 (C-H).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2f

RMN de *H (DMSOQuds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,71 (m; 3H); 1,55 (sl; 1H); 3,09 (m; 1H);
3,58 (sl; 1H); 4,02 (q; 1H; J = 14,4 Hz); 5,91 (sl; 1H; rotameros); 7,73 (d; 2H; J = 8,8
Hz); 8,29 (d; 2H; J = 8,8 Hz); 9,23 (sl; 1H); 11,29 (sl; 1H).

RMN de *3C (DMSQuds, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 18,6 (CH2); 20,9 (CHz2); 38,8 (CH>);
42,7 (CH); 89,8 (CH); 124,2 (CH); 129,1 (CH); 141,6 (C); 148,6 (C); 156,9 (C); 157,5
(C=0); 170,173 (C=0).

I.V. (filme, cm™), principais sinais: 3398.0 (N-H); 3300 e 2852 (O-H); 1635.0 (C=0);
1588.0 (C=N); 1432 e 1345 (NOy).

DADOS ESPECTROMETRICOS DE 2g

RMN de 'H (DMSOQus, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 1,71 (m; 3H); 1,57 (sl; 1H); 3,13 (m; 1H);
3,59 (sl; 1H); 3,6 (m; 1H); 6,02 e 6,39 (sl; 1H; rotameros); 7,79 (t; 1H; J = 15,6 Hz);
7,93 (d; 1H; J = 8,4 Hz); 8,29 (sl; 1H); 8,36 (d; 1H; J = 8,4Hz); 9,28 (sl; 1H); 11,32 (sl;
1H).

RMN de 3C (DMSQgs, 8, ppm, 400 MHz, t.a.): 18,1 (CH2); 20,5 (CH2); 29,4 (CH>);
42,2 (CH); 89,0 (CH); 122,1 (CH); 124,8 (CH); 130,3 (CH); 133,6 (CH); 136,4 (C);
1475 (C); 152,2 (C); 166,4 (C=0); 170,3 (C=0).

L.V. (filme, cm?), principais sinais: 3203 (N-H); 2878 (O-H); 1638 (C=0); 1528
(C=N); 1421 e 1337 (NOy).
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6 ESTUDO BIOLOGICO

Os ensaios biolégicos foram realizados no Laboratorio de Imunogenética do
Instituto Aggeu Magalhdes - FIOCRUZ - UFPE, coordenados pela Professora Dra.

Valéria Pereira Hernandes. Os ensaios foram feitos como sugeridos pela OMS, sendo
testes robustos e de elevada exatiddo. Os laboratorios envolvidos apresentam
condi¢cbes de Biosseguranca (contencdes para NB2) adequadas para execucéo do

trabalho proposto e para trabalho com animais experimentais.

6.1ATIVIDADE ANTI Tripanossoma cruzi

6.1.1 Tripomastigotas

ApGs obterem 100% de confluéncia em cultura, células Vero foram infectadas
com 1 x 107 de tripomastigotas (cepa Y) e cultivadas em meio RPMI + 5 % de SFB.
Apos 7 dias, as células comecaram a liberar novos tripomastigotas e novas garrafas
de cultura de células Vero foram infectadas.

Para determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa
Y (4x108 parasitas/mL), mantidas em meio RPMI + 1% de antibiético + 5% de SFB,
foram semeadas em placas de 96 pocos a 37°C, juntamente com diferentes
concentragcdes dos compostos (0,19; 1,56; 6,25; 25; 100 pg/mL) por 24h a atmosfera
de 5% de CO2. Obteve-se como controle negativo da reacédo pog¢os sem tratamento e
a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi 0 benzonidazol. Determinou-
se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de Neubauer e, a partir

desses valores, obteve-se a ICso. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

6.1.2 Amastigotas

O ensaio foi realizado em cepa de T. cruzi Tulahuen expressando o gene [3-
galactosidase de Escherichia coli. As formas tripomastigotas foram obtidas através de
cultura em monocamadas de fibroblastos L929 de camundongo em Meio RPMI-1640
(pH 7,2-7,4), sem vermelho de fenol (Gibco BRL), contendo 10% de soro bovino fetal

e 2 mM de glutamina. Para o bioensaio, 4.000 células L929 em 80 uL de meio
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suplementado foram adicionados a cada poco de um Placa de microtitulacdo de 96
pocos. Apds uma incubacéo durante a noite, 40.000 tripomastigotas em 20 pL foram
adicionados as células (10 tripomastigotas/ célula) e posteriormente incubadas por 2
h. O meio contendo parasitas que ndo penetraram nas células foi substituido por 200
uL de meio fresco e a placa foi incubada por 48 horas adicionais para estabelecer a
infeccdo. O meio foi entdo substituido por solu¢cbes de compostos a 10 ou 20 pug / mL
em DMSO (200 puL) e a placa incubada por 96 h 37 ° C. Apds esse periodo, 50 uL de
clorofenol e 500 uM glicosideo vermelho em Nonidet P40 a 0,5% foram adicionados
a cada poco e a placa incubada por 18 horas a 37 ° C, posteriormente a absorbancia
a 570 nm foi medida. Controles com células ndo infectadas e células infectadas
tratadas com benznidazol e ndo tratados foram executados em paralelo. Os resultados
foram expressos como a porcentagem de inibicdo do crescimento de T. cruzi em
células testadas com composto em comparacdo com as células infectadas e nao

tratadas. Os ensaios em triplicata foram realizados na mesma placa.

6.2 CITOTOXICIDADE

6.2.1 Citotoxicidade em Macrofagos RAW 264.7

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com
MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazdlio). Os macréfagos da
linhagem RAW 264.7 foram soltos das garrafas de cultura e foram plaqueados em
placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5% de
CO2, para aderéncia. Apos esse tempo, os compostos foram adicionados nas
concentracdes de 6 a 200 pg/mL (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 pg/mL) e incubados
novamente por um periodo de 48h. Foram utilizados pogos apenas com meio de
cultura como controle negativo. Apds a incubacéo foi acrescentado 25uL de MTT a
5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacéo por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz.
Parte do meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100uL de
DMSO foi adicionado por pogo para solubilizagao dos cristais de formazan resultantes
da reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentragado citotdxica
para 50% da cultura (CCso) foi determinada por analise de regressao pelo software

GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata.
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6.2.2 Citotoxicidade em Fibroblastos L929

Para este bioensaio, 4.000 células de mamifero em 200 pL de meio RPMI-1640
(pH 7,2-7,4) (Gibco BRL) mais soro bovino fetal a 10% e glutamina 2 mM foram
adicionados a cada poc¢o de uma placa de microtitulacao de 96 pocos que foi incubada
por trés dias a 37 °C. O meio foi entdo substituido por solu¢cdes dos compostos
(diluidos em 200 pL de DMSO) nas concentracdes de 50x a ICso encontradas no
ensaio descrito no item 6.1.2 e a placa foi incubada por quatro dias a 37 °C. Ap0s esse
periodo, 20 yuL de AlamarBlueTM foram adicionados a cada poco e a placa incubada
por 4-6 h. Posteriormente a absorbancia a 570 e 600 nm foi medida. Controles com
células nédo tratadas e tratadas com benznidazol foram executadas em paralelo. As
triplicatas foram executadas na mesma placa. Os resultados foram expressos como a
diferenca percentual na reducdo entre células tratadas (CT) e ndo tratadas (UT),
usando a seguinte equacao: (117,216) (Abss7o TC) - (80,586) (Abseoo TC)/ (117,216)
(Abss7o UT) - (80,586) (Abssoo UT) x 100.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da atividade anti T. cruzi dos compostos sintetizados foi realizada
para as formas evolutivas tripomastigota e amastigota. Nao foram realizados testes
para a forma epimastigota porque esta forma evolutiva est4 presente apenas nos
insetos barbeiros e sao testes tidos como nao importantes pelos revisores de
periodicos.

Os ensaios de citotoxicidade foram rezalidados em células de macrofagos RAW

264.7 pelo método do MTT e em células da linhagem L929.

6.3.1 Ensaio de citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7 e atividade

tripanossomicida frente a forma tripomastigota

Os resultados obtidos na avaliacao da atividade contra as formas tripomastigotas
e de citotoxicidade frente aos macréfagos RAW dos compostos da série de cinco

membros podem ser vistos na tabela abaixo:
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Tabela 19 - Resultados de citotoxicidade e de atividade tripanossomicida para a forma tripomastigota

(o}

[e) N .
b
=
R , 1

AN
_ p-Cl 8,81 > 645,76 73,29
_ p-OMe 2,95 > 655,52 222,20
_ p-t-bu ND 158,46 -
_ p-Me 11,70 > 691,35 59,00
_ p-NO2 ND > 624,84 -
_ m-NO2 ND > 624,84 -
_ 40,96 579,39 -

Legenda: ND = ndo determinado. Padrdo: Benznidazol.

Com base nos resultados obtidos para as acidos hidroxamicos isozaxolinicos
azabiciclicos de cinco membros (série 1), observa-se que todos 0s compostos da série
gue tiveram a ICso determinada apresentaram excelentes resultados quando
comparados ao farmaco padrao utilizado.

Todos os compostos foram mais ativos do que o benznidazol, tendo sido o
composto substituido com metoxila o mais ativo da série, necessitando de doses 14
vezes menores para inibir a viabilidade de 50% das formas tripomastigotas de T. cruzi
do teste. Os compostos com 0s substituintes cloro e metoxila na posicéo para foram
4,6 e 3,5 vezes mais potentes que o benznidazol, respectivamente.

Atrelado aos resultados da avaliagcéo da atividade tripanosomicida, no teste de
citotoxicidade seis dos sete compostos testados foram menos citotdxicos para células
saudaveis, com valores de CCso superiores ao benznidazol. Apenas o composto 1d
(p-t-butil) apresentou toxicidade importante com CCso de 158,46 uM.
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A auséncia de efeitos téxicos em células do hospedeiro € um critério importante
na pesquisa, uma vez que, um grande entrave da terapia atual sdo os efeitos
colaterais associados. A citotoxicidade para macréfagos RAW 264.7 e para
protozoarios foi comparada utilizando o indice de seletividade (IS = CCso/ ICs0). Os
resultados de IS mostram que os compostos la, 1c e le foram 73,28; 222,2 e 59
menos toxicos para as ceélulas do hospedeiro do que para 0s protozoarios,
respectivamente.

Alguns valores de ICso das moléculas testadas foram tidos como né&o
determinados (ND). Isso ocorreu pela impossibilidade de fazer a regressdo dos
valores pelo software Prisma 5.0 Graphpad, apesar das medidas terem sido feitas.
Portanto, os dados de atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos, mas
nao foi possivel determinar a I1Cso.

A curva dose-resposta € a representacao grafica da expressdo matematica da
relacdo entre a dose de um farmaco e o seu efeito, sendo comumente expressa em
uma curva sigmoide. Como a intensidade da resposta dada por um farmaco é
proporcional a dose administrada, uma justificativa para ndo determinacéo da ICso é
que as doses utilizadas nos testes tenham resultado em respostas iguais, sendo
necessario repetir o teste com outras concentracoes.

Para os analogos estruturais contendo o nucleo isoxazolinico piperidinico os
resultados dos testes de citotoxicidade e do ensaio tripanossomicida estao

apresentados na tabela abaixo:
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Tabela 20 - Resultados de citotoxicidade e de atividade tripanossomicida para forma tripomastigota

(0] N
7 b /"
el ‘ 2 HO

S 2
_ p-Cl > 305,13 159,29
_ p-OMe > 313,17 194,17
_ p-t-bu 66,04 37,20
_ p-Me > 329,69 116,71
_ p-NO2 17,29 147,63
_ m-NO> 37,45 154,29
_ 40,96 579,39

Legenda: Padréo: Benznidazol.

0,52

0,62
0,56
0,35
10,1
4,11

Para os compostos da série de seis membros todos os valores de ICso foram

determinados e dois dos compostos sintetizados apresentaram valores de ICso abaixo

do benznidazol (40,96 uM), tendo sido o composto 2f (p-NO2) o mais ativo da série

com ICsode 17,29 uM e o0 2g (m-NO2) com ICso de 37,45 pM. Os compostos nitro

substituidos apesar de terem apresentado valor de CCso inferior ao do benznidazol,

tiveram indice de seletividade maior que 1, sendo, portanto, mais toxicos para células

do protozoario do que para células do hospedeiro.

Comparando as duas séries observa-se que 0s compostos da série de cinco

membros (1la-f) sdo todos menos citotoxicos para os macrofagos RAW que o farmaco

padrdo benzinidazol, além de terem valores de ICso menores, quando comparados

aos seus anéalogos estruturais piperidinicos.
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No que diz respeito a estrutura das moléculas das duas séries: se diferenciam
apenas pelo niumero de carbonos que o heterobicilo isoxazolinico possui. O anel
pirrolidinico do azabiciclo isoxazolinico, com apenas cinco carbonos, tem estrutura
rigida e angulacdo propria, enquanto o anel piperidinico com seis carbonos, tem
estrutura flexivel podendo assumir suas diferentes conformacdes de barco ou cadeira
(Figura 40).

Figura 40 - Estrutura 3D dos nucleos isoxazolinicos azabiciclicos pirrolidinico e piperidinico

Estas informacdes indicam que de alguma forma, a rigidez do anel isoxazolinico
azabiciclico de 5 membros contribui para diminuicdo da toxicidade dos compostos
sintetizados, bem como para o aumento da atividade tripanocida, tornando estas
moléculas mais seletivas. Outros compostos sintetizados pelo grupo, contendo esses

ndcleos, também apresentam padréo de toxicidade semelhante.

As constatagfes feitas acima indicam que o fator conformacional é bastante
importante. Estudos de minimizagéo de energia das estruturas e docking com alvos

serdo necessarios para o entendimento desse comportamento.

Quanto aos substituintes utilizados, baseado nos resultados obtidos para as
duas séries e na comparacdo deles, ndo foi possivel estabelecer uma relagédo
estrutura-atividade, por causa dos resultados tidos como ND na série de cinco
membros. Esperava-se bons resultados para os compostos substituidos com nitro na
série de cinco membros, assim como expressos ha série se seis membros,

considerando as caracteristicas desse grupamento. Uma consideracao a ser feita €
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gue nas duas séries a presenca de grupos volumosos (p-t-butil) aumentou a

toxicidade, enquanto a presenca de heteroatomos diminuiu a toxicidade deles.

De maneira geral, as moléculas da série de cinco membros (pirrolidinicas) 1 séo
superiores as de seis membros em dois aspectos: apresentam maior atividade
inibitéria para as formas tripomastigotas e menor toxicidade quando comparadas ao
benznidazol, tornando, em principio, os derivados 1a, 1c e 1le em potenciais farmacos
antichagésicos promissores, devido as suas menores citotoxicidade e maiores
poténcias contra a forma tripomastigota. Os compostos 2f e 2g, da série de seis
membros (piperidinica), tiveram bons resultados frente as tripomastigotas e toxicidade

superior ao benznidazol, embora tenham tido indice de seletividade maior que um.

6.3.2 Ensaio de citotoxicidade em células da linhagem L929 e atividade

tripanossomicida frente a forma amastigota

Os resultados para os ensaios de avaliagdo da atividade anti T. cruzi frente as
formas amastigotas, bem como dos ensaios de citotoxicidade frente a células da

linhagem L929 estdo expressos na tabela a seguir:

Tabela 21 - Resultados de citotoxicidade e de atividade tripanossomicida frente a forma amastigota

/1
R_\]_

p-Cl Inativo - -

/

p-F Inativo - -

p-OMe Inativo - -
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_ p-t-bu 22,93 uM 117,08 uM 5.1
_ p-Me Inativo - -
_ p-NO2 Inativo - -
_ m-NO2 Inativo - -
_ p-Cl Inativo - -
_ p-F Inativo - i
_ p-OMe Inativo - -
_ p-t-bu 16,79 uM 57,9 uM 3.4
_ p-Me Inativo - .
_ p-NO2 Inativo > 478,64 UM -
_ m-NO2 > 59,83 uM > 59,83 uM -
_ 3,8 uM 240,14 uM 63,2

Legenda: Padrao: Benznidazol.

Para as concentragdes utilizadas no teste, trés compostos apresentaram
atividade contra as formas amastigotas de T. cruzi, sendo as mais ativas as moléculas
1d e 2d, representantes da série de cinco e seis membros, respectivamente,
substituidos com o grupamento p-t-butila. Apresentaram toxicidade maior do que o
benznidazol com CCso de 117,08 uM e 57,9 uM, mas o indice de seletividade foi maior
que 1, sendo 5,1 e 3,4 vezes mais toxicos para células do protozoario do que para
células do hospedeiro.

Esperava-se para 0 ensaio com amastigotas um padrdo semelhante de
atividade dos compostos comparado ao ensaio com tripomastigotas, no entanto, isso
nao foi observado. Os compostos substituidos com t-butila mais ativos no teste com
amastigotas tiveram ICso ndo determinado nos testes com tripomastigotas para o
composto 1d e atividade moderada com ICso de 66,04 (benznidazol — ICs0 40,96) para
0 composto 2d. Os compostos 1a, 1c e le que se apresentaram como compostos
mais promissores nos testes contra tripomastigotas ndo apresentaram atividade
contra forma amastigota.

Embora os ensaios com tripomastigotas e amastigotas tenham tido resultados
aparentemente divergentes, a unido entre os acidos hidroxamicos e os nucleos
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isoxazolinicos representam um arcabouco interessante na busca por novos farmacos
tripanomicidas. Os resultados do teste com amastigotas sugerem modificacdes
estruturais nos compostos de modo a manter a atividade obtida nos testes para
tripomastigotas.

As formas evolutivas amastigotas sao intracelulares, o que implica dizer que os
compostos teriam ao minimo duas barreiras para superar: a membrana plasmatica
das células do hospedeiro e a propria membrana do protozoario. Como 0s compostos
que tiveram resultados mais expressivos foram os compostos substituidos com o
grupamento p-t-butila e por consequéncia os mais lipofilicos das duas séries,
pressupfe-se que a polaridade dos compostos foi um fator limitante para atividade.
Modificacdes estruturais com adicdo de substituintes com caracteristicas mais

apolares seria uma alternativa para contornar esse fato.
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7 CONCLUSOES

Todos os intermediarios de sintese foram obtidos sem grandes dificuldades e
em quantidades suficientes para sintese dos compostos finais. Os cicloadutos
isoxazolinicos foram submetidos a reacdo com a hidroxilamina e as moléculas
hibridas finais 1 e 2 foram obtidos com sucesso. O método de obtencdo dos acidos
hidroxdmicos sem excesso de base foi 0 que resultou em maiores rendimentos e 0
melhor método de purificagdo dos acidos hidroxamicos isoxazolinicos foi a
recristalizacdo com etanol e hexano.

As novas moléculas tiveram suas caracteristicas quimicas determinadas e
foram caracterizadas estruturalmente através das técnicas espectroscopicas de RMN

de H, 2C, infravermelho e espectrométrica de massas.

As andlises biologicas para averiguacdo da atividade tripanossomicida e perfil
de citotoxicidade foram realizadas e excelentes resultados foram obtidos, sobretudo
para os acidos hidroxamicos da série de cinco membros (isoxazolinas aza-biciclicas
pirrolidinicas), onde os compostos além de terem sido mais ativos contra as formas
tripomastigotas, foram também menos téxicos que o farmaco padréo utilizado, o
benzinidazol, sendo bastante promissores na sequéncia dos estudos para obtencao

de novos farmacos antichagasicos realmente eficazes e pouco téxicos.



135

8 PERSPECTIVAS

8.1 PERSPECTIVAS DA PARTE QUIMICA

Pretende-se dar continuidade a otimizacdo da sintese das moléculas finais, de
modo a reduzir o tempo reacional e aumentar o rendimento. Todos hibridos propostos
foram obtidos, porém serd necessaria a obtencdo de maior quantidade de alguns
produtos finais para realizacdo de outros testes bioldgicos. Tanto essa reacao quanto
a purificacdo dos compostos finais precisam ser otimizadas a fim de se obter maiores
rendimentos, mas com menos gasto de tempo e energia.

Seréo realizadas as analises espectrométricas de massas de algumas moléculas
finais e repeticdo de andlises de RMN de 'H de compostos que foram contaminados
com acetato de etila durante o preparo da amostra para analise, e de RMN de 13C, em
outras condi¢des de analises, para as moléculas finais da série de seis membros, com
a finalidade de visualizacdo do pico referente ao carbono da juncdo dos anéis em

torno de 90 ppm e de outros carbonos que porventura ndo apareceram.

8.2 PERSPECTIVAS DA PARTE BIOLOGICA

A partir dos excelentes resultados obtidos nos testes de citotoxicidade e
atividade anti T. cruzi, para as formas tripomastigotas, os ensaios de bioldgicos para
a forma evolutiva amastigota foram conduzidos. Pretende-se a partir desses
resultados a modificacdo estrutural do arcabouco das moléculas com o objetivo de
melhorar a atividade frente a forma amastigota e posteriormente realizacdo de testes
in vivo.

Almeja-se ainda fazer submissdo de artigo cientifico para as duas séries

sintetizadas.
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APENDICE C - ESPECTRO INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA la
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APENDICE D - ESPECTRO DE MASSAS DA NOVA MOLECULA HIBRIDA la

2

o) N 310.0519

Intens. [a.u.)
/

2.5

2.0

Cl

312.0520

1.0

0.5
309.0666

0.0+

309.0 309.5 310.0 303 311.0 1.5 320 32.5 miz



APENDICE E - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 1b
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APENDICE F - ESPECTRO DE RMN DE 13C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 1b
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APENDICE G - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 1b
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APENDICE H - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 1c
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APENDICE | - ESPECTRO DE RMN DE 13C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 1c
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APENDICE J - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 3a
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APENDICE K - ESPECTRO DE MASSAS DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 1c
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APENDICE M - ESPECTRO DE RMN DE 3C DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 1d
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APENDICE N - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 1d
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APENDICE O - ESPECTRO DE MASSAS DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 1d
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APENDICE Q - ESPECTRO DE RMN DE 3C DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 1le

QOEE_2

= Mame GOE1E_F Fuize sequerce  (CARBON Temperaire X7 by owner vl
aie coliecied  HAB-DE-10 Jvent  dmiGD sectometer  Agllernia 00 vimrsiig Operaior v

EduardaTodolio de Farla

38 778
]

~—
4 4484

o] r-
| )
i
= i
-
e -
m S - H
- [r &
o O u o -
a1 b iy
—~ ¥ = " I
- o I
s J ol
o . .
n -
L

220 200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 0 ppm



170
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APENDICE T - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 1f
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APENDICE V - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 1f
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APENDICE W - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 1g
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APENDICE Y - ESPECTRO DE RMN DE 3C DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 1g
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APENDICE Z - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 1g
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APENDICE AC - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 2a
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APENDICE AF - ESPECTRO DE RMN DE 13C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2b
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APENDICE AG - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2b
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APENDICE AH - ESPECTRO DE MASSAS DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 2b
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APENDICE Al - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2c
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APENDICE AJ - ESPECTRO DE RMN DE 3C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2¢
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APENDICE AK - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 2¢
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APENDICE AL - ESPECTRO DE RMN DE MASSAS DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2¢

Intens. [a.u.]
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APENDICE AM - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 2d
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APENDICE AN - ESPECTRO DE RMN DE 13C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2d
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APENDICE AO - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2d
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APENDICE AP - ESPECTRO DE RMN DE MASSAS DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 2d

1 N

| \OH
250 E\ N\

[N

Intens. [a.u.]

N
i N \O/
NN
200 ‘
| F

150

100 |

50 |

A

o
A OV N

|

(P

344

LA J\x, o
e

346.2207

LN A A D B B S R
346 347 348

T T T
349

b " \ i |
o W J"JA\MJ L.-,Agflg.ﬂ;'vl “.A-J-JIL\_f\\..JU-J_.‘n ‘“_,J_,J‘L-g.’\‘ \mq\-"\;fl W
. : - |

T T T
350

m/z

193



194

APENDICE AQ - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2e
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APENDICE AR - ESPECTRO DE RMN DE 3C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2e
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APENDICE AS - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2e
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APENDICE AT - ESPECTRO DE RMN DE 'H DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 2f
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APENDICE AU - ESPECTRO DE RMN DE 13C DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2f
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APENDICE AV - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HIBRIDA 2f
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APENDICE AW - ESPECTRO DE RMN DE H DA NOVA MOLECULA HIiBRIDA 2g
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APENDICE AY - ESPECTRO DE RMN DE 3C DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 2g
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APENDICE AZ - ESPECTRO DE INFRAVERMELHO (IV-ATR) DA NOVA MOLECULA HiBRIDA 2g
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