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RESUMO

Este trabalho descreve a sintese de 5 diferentdésmdes de 4,5-diidro-isoxazéis,
formados regiosseletivamente através da reacaachieadicdo 1,3-dipolar de oxido de
nitrila, derivado do furaldeido e 5-nitro-2-furaide, a alquenos. Os Oxidos de nitrila
foram geradosn situ através da cloracdo de aldoximas utilizando o cadietloro-
isociandrico. Todos os compostos foram caractesgbr IV, RMN**C e'H, EM e
analise elementar.

A atividade antibacteriana de todos os compositcsviiada frente a cepas padréo de
Staphylococcus aureTCC 25923) Enterococcus faecalfATCC 29212) Escherichia
coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aerugino$ATCC 27853) utilizando testes de
diluicho em série. Os compostos com 0 grupo niteofo nha posicdo 3 do heterociclo
foram os que apresentaram melhores resultadog faciodas as cepas.
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ABSTRACT

This work describes the production of differentidatives of 4,5-dihydroisoxazoles
obtained by regioselective 1,3-dipolar cycloadditreaction between alkenes and nitrile
oxides (derivated from furaldehyde and 5-nitro-gafdehyde ). The nitrile oxides were
generatedn situ using chlorination of the aldoxime with trichlosocyanuric acid. All
compounds were characterized by FTIR,and**C NMR, CG/MS and elemental analysis.

The synthesized compounds were evaluated agaamstast strains ddtaphylococcus
aureus (ATCC 25923) Enterococcus faecaliATCC 29212) Escherichia coli(ATCC
25922)and Pseudomonas aerugino$ATCC 27853) using serial dilution tests. Only the
compounds containing nitrofuran group indicatedmsing results against all bacteria.

19



1 INTRODUCAO

A crescente procura por substancias bioativas v@modstrando que heterociclos sao
de grande importancia na sintese de compostodeatesae bioldgico. Tendo em vista que
na natureza mais da metade dos compostos apresamis heterociclicos em suas
estruturas, esta classe de compostos possui distagportancia na pesquisa, bem como
no desenvolvimento de novos produtos, 0s quais rpod@resentar propriedades
farmacoldgicas conforme apresentado na FIG. 1.1LIMOCE, 2006; PATRICK,
2001).

Antibiético Antifingic
OH
] f\N NN
HN S =/ )
\EQ< N |§N>
N
~ Y% N
O o
COH
F
Oxacilina Fluconazol
Anti-hipertensivo Ansiolitico

4>_<“ OH NN
HS o 0o

Captopril Diazepam

FIG. 1.1 Farmacos com diferentes heterociclos exestrutura.

Os 4,5 diidro-isoxazois, também chamado de isokaem| fazem parte de uma classe
de heterociclos amplamente descrita na literatosaguais podem ser precursores de

diferentes compostos bioativos (PLENKIEWICZ & ZAGDZE, 2007; BASAPPA, 2003;
20



SORO, 2006). Os derivados isoxazolinicos sado cadbecpor apresentarem uma
interessante atividade biologica: antibibtica, reuplasica, antiviral e antifungica,
conforme a FIG. 1.2 (LEE, 2007; BASAPPA, 2003; PURIRG, 2002).

Acao Antibacteriana

SH

Acgéo Antifungica Acao antiviral

Cl O\ N/
0
N Cl
_0
NH N
N}/NH

Bu

o) CHj

FIG. 1.2 Compostos isoxazolinicos com atividadm&oldgica.

Além disso, os 4,5-diidro-isoxazois podem ser meEmes de compostos
bifuncionalizados (FIG. 1.3) como os hidroxi-nds| amino-alcoois e hidroxi-cetonas
(KOVER & MATTOS, 1994, LEE, 2006).

0]
N™ NH, OH
oo 1D — 1T

hidroxi-nitrilas 4 5-diidro-isoxazol amino-alcool

|

O OH
RMH

hidroxi-cetonas

H

FIG. 1.3 Compostos bifuncionalizados derivadoshdatara do anel heterociclico.
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A producgdo de 4,5-diidro-isoxazéis a partir da &ade ciclo-adicdo 1,3 dipolar de
oxido de nitrilas e alquenos tornou-se um rota onuitlizada na sintese de produtos

naturais e novas moléculas biologicamente ativASEA et al, 2000).

1.1 REACOES DE CICLO-ADICAO 1,3 DIPOLAR

As reacdes de ciclo-adicdo sdo um dos processasimportantes para a sintese de
heterociclos de 5 membros, podendo fornecer difesdmeterociclos (FIG.1.4), tais como
4,5-diidro-isoxazois (1), isoxazois (2), oxadiaz@® ou triazois (4) (RODRIGUES &
AGUIAR, 2001; DONNIClet al.,2006).

CH,
1) ) ®3) )

FIG. 1.4 Heterociclos formados a partir de reagf#esiclo-adicéo 1,3 dipolar.

O conceito geral da reacao de ciclo-adicdo 1,3laigdoi introduzido por HUISGEN
nos anos 60, seu trabalho indicava a base parempreensdo do mecanismo das reagdes
de ciclo-adicdo (HUISGEN, 1968). Ao mesmo tempaorgisu um novo conceito de
conservacdo da simetria de orbitais, desenvolviolo WOODWARD e HOFFMANN
(1965). Este trabalho foi um marco importante para&ompreensdao do mecanismo
concertado das reagOes de ciclo-adicdo e contriaria o entendimento da reatividade e
regiosseletividade deste tipo de reacdo (DOMIN@O al, 2006; GOTHELF &
JORGENSEN, 1998). WOODWARD e HOFFMANN descreveram novo conceito
sobre a teoria dos orbitais de fronteira (OMF),eofm evidenciado que o entrosamento
mais favoravel dos orbitais ocorria entre 0 HOM{ghest Occupied Molecular Orbitaé
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0 LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbi)acom mesma simetria e dimensdes
proximas (WOODWARD & HOFFMANN, 1965). @UMOyiplo pode interagir com o
HOMO.iqueno € 0 HOMO4ipole €OMO 0LUMOaiqueno (GOTHELF & JORGENSEN, 1998),
sendo preferencial o que tiver a menor diferencarsgagia AE) entre os orbitais, neste
caso, a interacao forneceu, preferencialmente,gmis®émero 5, conforme a FIG. 1.5
(WOODWARD & HOFFMANN, 1965; NAIRet al, 2000).

o N-C. O N—C
- . +
0
O:N O,N e} \

(®) (6)

FIG. 1.5 Interacdes baseadas na Teoria dos Orbgdi®nteiras

Na FIG. 1.6 pode-se observar que.ldMO do dipolo interagiu com $¢10MO do
dipolaréfilo com umAE = 0,391 eV, enquanto que 0 caso contrario apt@sedAE =
0,478 eV (KURTHet al, 2007).

(@]
SRV P

DIPOLO DIPOLAROFIL(

-0.3

-0.4

-0.6

FIG. 1.6 Diagrama de energia para formacao datesdrisoxazolinica.
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Dentre os diferentes tipos de reagentes 1,3 dgmléais como nitronas, azidas e
oxidos de nitrila, este ultimo reage facilmente calgquenos e alquinos, fornecendo, de
maneira regiosseletiva, como produto final isoxazmil 4,5-diidro-isoxazois (NAIR &
SUJA, 2007; WEIDNER-WELLSt al, 1998). Porem, devem ser preparadaostu, visto
que dimerizam facilmente gerando alguns subprod@fd&. 1.7), majoritariamente
furoxanos (RODRIGUES, 2008).

Furoxanos

C _ RW—‘T\I \/O
+ O >
(;/4N ) . N \O>\ R

R F
,J\’IV/C 4-6xido-1,2,4-oxadiazol
- O/
R O.
. T N
|:|/O N )k
Z ~0 R
C/
R, _R 1,2,4,5 - dioxadiazina
[ 2°
_ O/

FIG. 1.7 Formas de dimeriza¢éo do oxido de nitrila.

24



1.2 METODOLOGIA PARA OBTENCAO DE OXIDOS DE NITRILA

Existem na literatura varias metodologias paraepamacédo de oxidos de nitrilasituy,
sendo que essas metodologias podem ser divididasg;amente, em duas: a partir de
reacOes de desidrogenacao de nitrocompostos dgmtiroalogenacao de aldoximas.

1.2.1 OBTENCAO DE OXIDO DE NITRILA A PARTIR DE NITROCOMPSTOS

A preparacao de Oxido de nitrila a partir da degjdnacao de nitroalcanos primarios €
bastante conhecida. A seguir, abordaremos resuraitemos principais reagentes
reportados na literatura empregados na formac&esl@stermediarios.

Em 1960, MUKAIYAMA e HOSHINO reportaram pela primgivez a obtencao de
oxidos de nitrila a partir do tratamento de nitcaalos primarios com fenil-isocianato.
Essas reacdes eram realizadas rapidamente na gaederuma quantidade catalitica de
alquil-aminas terciarias como trietlamnia ou rifbutilamina (MUKAIYAMA &
HOSHINO, 1960).

No tratamento de nitroalcanos (7), o efeito ceaddlis da amina terciaria (8) promove
primeiramente a formag&o do ion nitronato (9) gqaeeagir com o fenil-isocianato (10).
Ou seja, um dos oxigénios do ion nitronato combmaom o carbono parcialmente
positivo do fenil-isocianato e, por transferéncia pkéton, o intermediario 11 ira se
decompor em oOxido de nitrila (13) e acido carbaric®). A dimerizacado de 6xidos de
nitrila leva a formacao de furoxanos (15) e o adidiomado se decompde levando a
formacao de dioxido de carbono e amina (14), estgindo com o fenil-isocianto gera a
uréia (16). O 6xido de nitrila formado reagindo com dipolaréfilo fornece o produto de
adicao (17) conforme a FIG. 1.8 (MUKAIYAMA & HOSHI®, 1960).
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RONO, + RN —> r—CH~NO, + Ph—N=C=0

(7) ®) ©) l (10)
O Cl)'
F)h\N H/lko/'ll\/R
(11)

[0) l R'
. ] /\R. /O
PHNHCOH + RC=N—0 —> N

12 13 )
(12) (13) ) 4
l l RC=N—O 52 2 82%
17)
PhNH, + CO, R R
(14) N>/’<+
\O/ \o )
PhN=C=0 l
(15)
PhNHCNHPh
(16)

FIG. 1.8 Formacao de Oxido de nitrila a partir deoalcanos empregandosiit

Empregando essa metodologia, MUKAIYAMA & HOSHINO 9@0) obtiveram
rendimentos satisfatérios, onde estes variam delacmm os substituintes (TAB. 1.1).

Entretanto, ainda que seja um método eficiente pgreeparo de uma variedade de
heterociclos, essa metodologia apresenta comoefatonitantes a pouca disponibilidade
de nitrocompostos, bem como a possibilidade de doam de diferentes produtos
(SHIMIZU et al.,1986).
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TAB. 1.1 Rendimentos dos 4,5-diidro-isoxazéis dipde nitroalcanos.

OXIDO DE 3 RENDIMENTO

DIPOLAROFILO PRODUTO

NITRILA (%)
+
H,C—C=N—0" ﬁ AcO N

53

AN M

\/\/O O\N
M 82
\/\/o\/

MUKAIYAMA & HOSHINO, 1960

Posteriormente, outras metodologias foram deseitlad visando facilitar a formacéo
do ion nitronato. SHIMIZU e colaboradores utilizaraloreto de sulfonila e cloroformato
de etila na presenca de trietilamina visando calala reacdo em questdo com bons
rendimentos (SHIMIZLkt al, 1986).

Posteriormente, KUMARAN (1996) reportou o trataneede nitroalcanos primarios
com uma base, metoxido de sodio ou hidreto de sd@&lia reacdo subseqiiente com
tetracloreto de titanio (TiG) fornecendo o precursor do 6xido de nitrila (FIR), cloreto

de imidoila, em bons rendimentos como mostradoA 1.2 (KUMARAN, 1996).

O—2

- R H
Base Base
R/\NOZ > R/\NOZ < > TF T|C|4 T
N 1/2 h t.a \
/ \O _ OH

71-75%

+_

O]

OI—Z

FIG. 1.9 Sintese do cloreto de imidoila a partintiealcanos.
A presenca de acido de Lewis propicia uma int&racdm o0 nitrocomposto,

favorecendo um aumento da eletrofilicidade do aawbe facilitando o ataque do cloreto
(KUMARAN, 1996).
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TAB. 1.2 Formacao do cloreto de imidoila a parémitroalcanos primarios

Qloretq de Substituinte  Solvente Base Rendimentos (%)
imidoila
/OH benzil CHCI, NaOMe 75
N p-metil-benzil CHCl,  NaOaMe 71
J\ benzil benzeno NaH 75
R Cl . :
p-metil-benzil benzeno NaH 72

KUMARAN, 1996

Em 2003, GIACOMELLIet al. reportaram, em um método mais atual, a reacdo de
nitroalcanos com 4-[4,6-dimetoxi(1,3,5)triazinal24i-metil-morfolinio (DMTMM) em

presenca de uma pequena quantidade de dimetil-pmdioa (DMAP) (FIG.1.10).

____ DMTMM,DMAP
Ry SNo, + Ry—==cH —VMOUAF_ \
20T Ry N\ R,
65 - 80 %
‘ N
* N
i S
NYN - |
O\ N
DMTMM DMAP

FIG. 1.10 Formacao de isoxazois a partir de nitaads em presenca de DMTMM.

O DMAP foi utilizado como catalisador na conversd® nitroalcanos a Oxido de
nitrila e consequentemente com a adi¢do do dipiitamdde ser utilizado na formagéo de
isoxazois, em condi¢cdes brandas e obtendo os leosmrentos mostrados na TAB. 1.3
(GIACOMELLI et al.,2003).
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TAB. 1.3 Rendimentos de isoxazdis obtidos a pedinitrocompostos.

ISOXAZOIS SUBSTITUINTES  RENDIMENTOS
R1 Rz %
R,
Me Ph 75
N COOMe Ph 84
O
Re CH,COOEt  Ph 68

GIACOMELLI et al.,2003

1.2.2 OBTENCAO DE OXIDO DE NITRILA A PARTIR DA OXIBCAO DE
ALDOXIMAS

As aldoximas podem ser obtidas por uma metodolotiiasica, que consiste no
tratamento de aldeidos com hidroxilamina em meiooacfornecendo as respectivas
aldoximas conforme a FIG. 1.11 (SOLOMONS & FRYHIZB06).

/OH

O N

)\ + HN-OH =19. )\ + HO
H H

FIG. 1.11 Formacéao de aldoximas.

GRUNDMANN & RITCHER (1967) reportaram pela primeeivez a halogenacéo de
aldoximas utilizando hipobromito de sédio (NaOBm solucdo alcalina, com posterior
desidroalogenacao dos respectivos haletos de ilidoi

No ano seguinte, GRUNDMANN & RITCHER (1968) demoastm a formacao de
oxidos de nitrila a partir do tratamento de alde@sncomN-bromo-succinimida (NBS) em
uma solucéo dal,N-dimetil-formamida (DMF) na presenca de uma beg&ido de sodio
ou trietilamina, a baixa temperatura (FIG. 1.12)o0en melhores rendimentos de acordo
com a TAB 1.4 (GRUNDMANN & RITCHER, 1968).
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B
N’FpH o] |11r o) N’ﬂpH
DMF s
)k N ﬁ: :f )k EtONa ou EtN [R—CEN—O]
R™ OH ErO 15°C/ 1h
FIG. 1.12 Obtencao de 6xido de nitrila empreganB&N

Uma vantagem desse método é a possibilidade deagépados compostos formados,
pois ao término da reacdo, adicionando agua a maistuoxido de nitrila precipita e o

subproduto formado (succinimida) fica em solu¢caBBIDMANN & RITCHER, 1968).

TAB. 1.4 Diferentes metodologias de deidroalogeoatgialdoximas.

RENDIMENTO (%)

NaOBr/NaOH NBS/NaOCH NBS/EgN

SUBSTANCIA e DME DME

30 60 81
_ :N/*Cj;j[%w\ _
O (@]

GRUNDMANN & RITCHER, 1968

Um dos primeiros métodos de cloracdo de aldoximmasdtudado por CHIANG em
1971. Seu estudo se baseou na cloracao, atrawdsrdagasoso (G, de benzoaldoximas
com diferentes substituintes, utilizando como suleeo cloroférmio ou o diclorometano.
CHIANG concluiu que a formagédo do cloreto de imlialadependia tanto do solvente
utilizado quanto da caracteristica do grupo subste (elétron-doador ou elétron-receptor)
contido no anel aromético (FIG. 1.13).

Uma limitacdo bastante significativa para essa dudtgia € a grande possibilidade
de clorag&o do anel aromético quando a benzoal@dogontém substituinte elétron-doador
(CHIANG, 1971).
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OH
gH é gH %)H
Cl N
=N N _N N C/C'
CH,Cl,
+ Cb, —— c CHCL
EeN cl cl + IZ comercial
oC
OCH, s NO, NO,
53 % 59%

FIG. 1.13 Metodologia de obtenc¢do do cloreto delaié a partir do cloro gasoso.

Alguns anos depois, LIU e colaboradores propusesambtencdo de cloreto de
imidoila a partir do tratamento de aldoximas chieloro-succinimida (NCS) eni,N-
dimetil-formamida (DMF) (FIG. 1.14). Essa metododbogubstitui a desidroalogenacao
oxidativa de aldoximas utilizando Cpois a cloracdo do anel aromatico sé ocorreria na

presenca de um grupo fortemente ativador (&ildl, 1980).

OMe

o)
@—CH=Non N

FIG. 1.14 Formacao do oxido de nitrila pelo tratatoale aldoximas com NCS em DMF.

OMe OMe

o + -
_DMF_ c=NmoH  BASE, @CzN_o
Cl

52-92%

z—0

Em 1982, LEE descreveu uma metodologia para hatgmgende oximas, que consiste
no tratamento de aldoximas com hipoclorito de sqtiaOCl), obtendo os respectivos
cloretos de imidoila (FIG. 1.15). Esse método aiddaem empregado por utilizar um
reagente de baixo custo, porém a reacdo necessit@oditoramento ja que o NaOCI é
termo e fotossensivel. Os rendimentos da formaedangis heterociclicos desta reacao
variaram de 19 a 95% (LEE, 1982).

OH OH o
& = . N—O
N
N NaOCl . H,0 N EtsN Il Z R, /
)l\ —_— % )l\ —_— o —_— R R,
R, H R, cl | !
Ry 19-95%

FIG. 1.15 Formacao do oxido de nitrila empregand®dl.
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HASSNER e RAI (1989) reportaram o uso HNecloro-N-sédio-4-metil-benzeno-
sulfonamida (Cloramina T) na conversdo de aldoxiemsoxidos de nitrildn situ. A
reacao utilizando cloramina-T converte toda ald@xiem seu respectivo cloreto de
imidoila sem que haja cloracdo do anel aroméaticacentece tanto com aldoximas
aromaticas quanto com aldoximas alifaticas em bemdimentos (FIG. 1.16).

MeO
o cl
Me N + —@—S—N'—CI __EtOH _ wme . O
N~OH L .  Refuosh N~OH N\
MeO MeO

Cloramina-T ‘

FIG. 1.16 Oxidacao de aldoximas com Cloramina T.

Em 2001, RODRIGUES e AGUIAR descreveram uma metmgialde formacao de
oxido de nitrila, utilizando o &cido tricloro-isacidrico (ATCI) como principal reagente
(FIG. 1.17). O ATCI é um forte agente oxidante goeverte aldoximas em cloretos de
imidoila de maneira eficiente, além de apresentaixob custo e disponibilidade
(RODRIGUES & AGUIAR, 2001).

o] OH
s*”OH s"'OH

N
J, o N e I 1Y
R H O)’\/K 25°C/24n R Cl /K

ITI HO N OH
Cl
Et:N

[R-c=N-0] + g\

FIG 1.17 Obtencéo de 4,5-diidro-isoxazo6is empregandcido tricloro-isocianurico.
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Esta metodologia demonstrou que além das vantagemeionadas anteriormente
obteve produtos de ciclo-adigdo com bons rendinsesegundo a TAB.1.5 (RODRIGUES
& AGUIAR, 2001).

TAB. 1.5 Formacéao de 4,5-diidro-isoxazois a paérATCI

DIPOLAROFILOS COMPOSTOS RENDIMENTOH

)

CN 31

51

_o_ _CN
Y
R{
O
Ry
N/O O _~
o 52
R{
(6]
e
R{

)

60

o)
\/U\ocrg

RODRIGUES & AGUIAR, 2001

Em 2006, KAUSHIK e KUMAR reportaram que o uddg-tercbutil-N-cloro-
cianoamida foi eficiente na conversdo de aldoxierascloreto de imidoila. O tratamento
de aldoximas comN-tercbutil-N-cloro-cianoamida em diclorometano a temperatura
ambiente gerou os cloretos de imidoila correspaedgrIG. 1.18). Estes, em presenca de
quantidades cataliticas de base, deram origem ig@o @be nitrila que com a adicdo dos

dipolaréfilos geraram os heterociclos com rendimesatisfatorios (KAUSHIK, 2006).

OH on OH

Né N\CI NiAx Et.N + -

)k % BN [R—CEN—O
R H CH,Clp, T.A R CI

Ph
J
O
o's
(@) O/N
86 - 93%

FIG. 1.18 Formacao de cloreto de imidoila a pdeiN-terc-butil-N-cloro-cianoamida
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1.3 SINTESE E BIOATIVIDADE DE DERIVADOS DE 3- (5-NITR@-FURIL) - 4,5-
DIIDRO-ISOXAZOIS

Estudos de modificagdo de compostos-protétipos démonstrado que heterociclos
como isoxazois e 4,5-diidro-isoxazbis podem apiteserum conjunto bastante
diversificado de atividade farmacoldgica (WEIDNEREWS et al, 2004;
PLENKIEWICZ & ZAGOZDA, 2007).

Neste ambito, a insercdo de um radical nitrofual posicdo 3 do heterociclo 4,5-
diidro-isoxazol tem levado a um aumento da biodéigie. Os nitrocompostos, a partir da
década de 40, receberam uma maior atencdo devidmaautilizacdo terapéutica
(TAVARES et al, 2009), destacando-se o0s nitrofuranos que sao mporiante
grupamento capaz de auxiliar a atividade antib@ctar antifingica e anti-protozoarios
(HABER & SCHOENBERGER, 1968; HOYLE & HOWARTH, 197BEE et al.,2007).

Em 1967, SASAKI & YOSHIOKA sintetizaram, a partie deacdo de ciclo-adicao,
derivados de 3-(5-nitro-2-furil)-4,5-diidro-isoxago(FIG. 1.19). Foram utilizados dois
métodos distintos; no primeiro método o oxido deilaifoi preparadadn situ a partir do
cloreto de imidoila e trietilamina em éter; ja negendo, ao cloreto de imidoila foi
adicionado o dipolardfilo utilizando tolueno comaivente, e o sistema foi mantido em
refluxo a 160°C por 18 horas (SASAKI & YOSHIOKA,dp.

87% 44%
RCH=CH,
M tolueno, 160°C "
O,5N
Cl
RCH=CH, =
BtsN/ 2h 68% 61%

FIG. 1.19 Obtencao de 4,5-diidro-isoxazéis atralaseacao de ciclo-adicao.

No ano seguinte, SASAKI & YOSHIOKA reportaram atege de 3-(5-nitro-2-furil)-

4,5-diidro-isoxaz0is a partir de cloretos de imidoiutilizando enaminas como
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dipolarofilos (FIG. 1.20) e, posteriormente, atsavde hidrélise &cida foram obtidos
derivados de isoxazois (SASAKI & YOSHIOKA, 1968).

FIG. 1.200btenc¢é&o de derivados de isoxazois utilizando emasréomo dipolarofilos.

Em 1971, MINAMI e colaboradores reportaram a santesa avaliacdo biologica de
diferentes derivados isoxazolinicos a partir dattssR-furaldeido (MINAMI et al.1971).
Os compostos apresentaram atividade bioldgicadra@stbactériaStaphylococcus aureus,

Bacillus subtilis, Escherichia coi Mycobacterium tuberculosisntre outras (TAB. 1.6)

TAB. 1.6 Concentracdes inibitérias minimas pardes$vados isoxazolinicos.

N—O
O,N—_-©O R
RI
CIM (ug/mL)
Bacillus ~ Mycobacterium
COMPOSTO R R’ S. aureus B E. coli )

subtilis tuberculosis
18 Fenil Piperidina 0.3 1 >100 10
19 COCH H 10 - 3 3
20 3-Py H 10 10 1 -
21 CHCN H 3 - 1 3

MINAMI et al.,1971

Em 1973, HOYLE e HOWARTH avaliaram a atividade bgta de diferentes
derivados de 3-(5-nitro-2-furil)-4,5-diidro-isoxag6é (FIG. 1.21). Os derivados
isoxazolinicos com o nitrofurano na posicdo 3 del ampresentaram propriedades

farmacoldgicas, tais como propriedades antifungiaagvirais e, em particular, atividade
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antibacteriana, principalmente, aquelas relacionada trato urinario (HOYLE &
HOWARTH, 1973).

N/O R R’
Cl CHs
o) R° R HNCOCH,CN H
O5N HNCOCH; H
HNCOCHOCH; H
HNCOCH.CI H

FIG 1.21 Derivados de 3-(5-nitro-2-furil)-4,5-dicdisoxazois bioativos

Os antibidticos derivados de nitroaromaticos s@das poucos que tém demonstrado
atividade contraMlycobacterium tuberculosifRecentemente, LEE e colaboradores (2007)
desenvolveram uma série de nitrofuril-amidas corcelexte atividaden vitro contra
Mycobacterium tuberculosidNo entanto, esta série de compostos ndo apresemtdom
desempenho durante estudosvivo, devido a uma curta meia-vida bioldgica e a rapida
eliminacdo. Segundo os autores, a principal razét@a @ instabilidade metabdlica é
resultante do grupamento amida. Com isso, Lee abomdores avaliaram a substituicdo
da amida por uma isoxazolina (FIG. 1.22), pois @ @&oxazolinico representa um sistema
bioisGstereo estavel que se encontra entre muitgsmsl e moléculas bioativas (LEEal,
2007).

FIG 1.22Derivados de nitro-furil com atividade antibactadadrente\l. tuberculosis

Os resultados mostraram que todos os compostostizatios apresentaram uma
melhor atividade anti-tuberculoge vitro (TAB. 1.7) e melhoraram o tempo de meia-vida
correspondente aos compostos da série anteriorordrando que a estratégia de
substituicao foi bem sucedida (LEEal, 2007).
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TAB. 1.7 Atividade anti-tuberculose dos compostos isoxammgicom nitrofurano.

N/O / \
N N—R
o __/
ON

Composto R CIM (ug/mLy 10°
22 COOC(CH)3 0,1
23 CHPh 0,05
24 COOCHCH;s 0,1
25 CONHCH(CH), 0,2

LEE et al, 2007

1.4 ATIVIDADE BIOLOGICA E TOXICOLOGICA DE NITROFURANOS

O planejamento de novas substancias bioativas wanweoteterminacéo de diferentes
parametros fisico-quimicos e eletrdbnicos da mo&cllentre os diferentes tipos de
substituintes, o grupo nitro faz-se presente erarelites moléculas bioativas, as quais
apresentam diferentes bioatividades, e atualmeagsuem diversas atuacdes clinicas
(FIG. 1.23), tais como: antiflamatorio (nimesulidaantibacteriano (cloranfenicol,
nitrofural) e antiparasitario (nifurtimox; benznmd) (BOSQUESI et al, 2008;
TAVARES et al, 2009).

(\ ~o >
/Nj) " o ©
Q/\N CHz OoN HNJfO <j/ \O
O2N Cl cl NO,
Nifurtimox Cloranfenicol Nimesulida

1
O2N ) . NH _NHy O\/NH NJ<N02
WN \”/ \’H
O 0

Nitrofural Benzinidazc

FIG. 1.23 Farmacos com grupo nitro que apresentadades farmacoldgicas.
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A atividade biolégica desta classe de compostospertiente da presenca do grupo

nitro ligado a molécula e resulta, basicamentemdeancas na estabilidade do mesmo,

intermediada por interagdes entre 0 nitrocomposiceu alvo. Em nivel molecular estas

mudancas ocorrem devido a facilidade de reducagrumo nitro, caracteristica resultante

do seu carater fortemente aceptor de elétrons (TREBet al, 2009). A maioria dos

compostos nitrados com acdo farmacologica apresentanecanismo de biorreducao

enzimatica, o que resulta na formacéao de radioaiss| como provavel mecanismo de
acdo (BOSQUESEt al, 2008; TAVARESet al, 2009). Entre as diversas classes de
nitrocompostos que apresentam interesses biolggidgsmas de maior relevancia estédo
representadas na TAB 1.8 (TAVARIESal, 2009).

TAB. 1.8 Classe de nitrocompostos e respectivo eggna terapéutica

Classe

Agente etiologico

Nitrotiofénicos

AN

S NO,

Entamoeba histolitica, Leishmania
sp, Trichomonasp, Trypanosoma
cruzi, Entamoeba histolitica,
Plasmodium falciparum,
Staphylococcus aureus e

Micobacteriumsp.

Nitrofuranicos

g\

0~ NO,

Trypanosoma cruzi, Leishmania sp,
Staphylococus aureus,
Camphylobacter crescentus,
Escherichia coli, Micobacterium
tuberculosis, Entamoeba histolitica,
Candida albicans, Clostridium

perfringes,Bacterioidesp.

Nitroimidazois
R
/
/N

N
NO,

R

Micobacterium tuberculosis,
Trypanosoma cruzi, Giardia muris,
Candida albicans, Clostridium

perfringes, Bacterioidesp

TAVARES et al, 2009; MICETICH, 1971, LEE, 2007
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No entanto, a possibilidade da atividade biologea dependente da ligagdo dos
intermediarios de nitrorreducdo ao DNA promove tjoeamentos sobre o caréater
mutagénico dos nitrocompostos. Porém, estudogzaglals nos Ultimos anos demonstraram
que a provavel acdo mutagénica, assim como a daxiei dos nitrocompostos, é
dependente de fatores como a estrutura quimicaqotela exposicao e dose utilizada, o
que demonstra a possibilidade, sob condicbes dadé®, do emprego terapéutico de
alguns nitrocompostos (TAVARES al, 2009).

1.4.1 MECANISMO DE ACAO DE NITROCOMPOSTOS

7

De acordo com os dados da literatura, é consensmguecanismo de acdo desta
classe de compostos esta ligado ao processo dearedu vivo do grupo nitro e a
subsequente interacdo dos produtos formados comol#oulas essenciais de bactérias,
fungos e parasitas (TAVARE& al, 2009). Em bactérias, o requisito basico parada a¢
mutagénica de compostos nitrofurdnicos € a redpgdmovida por, no minimo, trés
nitrorredutases. Estas reducgdes resultam de reapdesadeia que levam a formacao de
espécies eletrofilicas que podem reagir com o DBBIQUESIet al, 2008)

A passagem transmembrana destas moléculas oaordifyisdo passiva e aumenta a
medida que os radicais livres provenientes do gemele biorreducédo desestabilizam a
membrana celular. Assim, devido ao aumento da obraggio intracelular de
nitrocompostos, maior quantidade de radicais liergerada e, consequentemente, maior é
o dano causado pelo estresse oxidativo. Essa fé@omexcessiva de radicais livres pode
resultar em peroxidacdo de membranas biolégicasteipas, inibicdo de enzimas e danos
ao DNA (TAVARESet al, 2009).

Em meio anaerdbio, o nitro radical anionico eidrdxilamina formados s&o os
principais intermediarios ou metabdlitos do prooeds reducédo enzimatica do grupo nitro
até amino (TAVARESet al, 2009). O alvo destes compostos € o DNA, a reddg&o
mesmos causa quebra e desestabilizacdo da héliGe {24). O grau do dano é
relacionado com a composi¢do da fita e € aumerdanoa presenca de Adenina-Timina
no DNA (TOCHER, 1997). Todavia, existem suspeitas glie outros intermediarios
também apresentem atividade bioldgica, entre ais,cu#oxicidade ao DNA supostamente
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causada pelo radical Ar-NB™ e a inativacdo enzimatica causada pelo derivadosnit
(Ar-NO), agindo como aceptor de elétrons de gruiis tde enzimas detoxificantes

(TAVARES et al, 2009).

0, 0,
aceptor de grupos tiois
T 2H"+ 2e-
) . H+ e- +2e 2e-
ArNO, ArNO, ArNO,H —> ArNO ArNHOH ——> ArNH,

radical nitro aniénico

l nitroso hidroxilamina amina
l Danos ao DNA l l
AF + NO; ArN=NAr © y—>ArN=NAr
2
nitrito azoxy composto l
ArNHNHAr

FIG. 1.24 Possivel mecanismo biorredutivo de nitnggostos para rota anaerobia.

Em meio aerdbio, o nitro radical aniénico geradopnacesso de reducdo enzimatica
interage com o0 oxigénio presente no meio, formanchical Q~ (FIG. 1.25). Este radical
sofre acdo de enzimas como o superoxido dismugsaD(), formando o perdxido de
hidrogénio que pode desestruturar membranas boaleg também reagir com enzimas
ferrodoxinas, liberando espécies reativas J@de séo toxicas para as células (TOCHER,

1997; TAVARESet al.,2009).
05
2H + e
Superéxido
dismutase ++

Fe

+++

H202 Fe

OH + OH’
espécie reativas téxicas
H202 + 1/202

FIG. 1.25 Possivel mecanismo biorredutivo de nitnmgostos para rota aerobia.
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No entanto, a auséncia de compostos eficazes feedteencas 6rfas, como algumas
doencgas infecto-contagiosas e alguns tipos de cémadenciam as deficiéncias da
terapéutica atual. Estes fatos demonstram a ndeegsspremente de desenvolvimento de
novos agentes bioativos. Neste sentido, o empregdedamentas de modulacdo da
estrutura dos nitrocompostos, como o bioisoterispqoue, possibilitam o planejamento de
moléculas com melhor perfil farmacolégico se aprEseextremamente promissor
(TAVARES et al, 2009; MAYA et al, 2007).

1.5 MECANISMOS DE DEFESA BACTERIANA E RESISTENCIA A ANBIOTICOS

As bactérias sdo organismos unicelulares, ideatiis pela primeira vez por Van
Leeuwenhoek por volta dos anos 1670, apds a inwedgamicroscopio. Para melhor
diferenciacdo das bactérias ao microscopio foraptagds métodos de coloracdo, como a
coloracdo de Gram. Esse método permitiu a divis&obactérias em dois grandes grupos:
Gram-positiva e Gram-negativa (FIG. 1.26) Essartidb € possivel através da diferenca
entre a morfologia das paredes celulares que prmpar a absor¢cdo do corante de forma
diferente (PUP@t al, 2010; TORTORAet. al.,2005).

Peptidioglicana

Membrana
plasmatica
&

(b) Parede celular gram-positiva

Polissacarideo O

§ | Lipopolissacarideo {LipideoA

Membrana externa
Parede celular

Peptideoglicana

4 Proteina porina

Membrana
Plasmatica

Periplasma
(€) Parede celular gram-negativa

FIG. 1.26 Diferenca morfologica entre as parededares de bactéria Gram-positivas e

Gram-negativas.
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As bactérias Gram-positivas sdo caracterizadagppssuirem uma espessa e rigida
camada de peptideoglicano e pela presenca de &eidogo e lipoteicdico. Ja as Gram-
negativas apresentam uma fina camada de peptideongt entre a membrana celular
interna e externa e na membrana externa ha a peesEn lipopolissacarideo (LPS),
lipoproteinas e fosfolipideos. O LPS fornece dummateristicas importantes das Gram-
negativas: a porgcao polissacaridica, denominadaspehrideo O, atua como antigeno e é
atil para diferenciar as espécies; e a porgaoitipjalenominada lipideo A, é referida como
endotoxina, sendo toxica quando presente na cersamguinea do hospedeiro ou no trato
gastrintestinal (TORTORAL al, 2005).

As bactérias multiplicam-se rapidamente, sofremagéd e podem trocar material
genético a todo o momento entre linhagens de mespécie ou de espécies diferentes.
Séo consideradas microrganismos de alta capacittaddaptacdo a diversos fatores, como
a exposicao a agentes quimicos potentes (P&iRQ 2010).

No decorrer das ultimas décadas, o desenvolvimdetdarmacos eficientes no
combate a infec¢cBes bacterianas revolucionou ani&tto médico, ocasionando a reducéo
drastica da mortalidade causada por doencas macraki Por outro lado, a disseminacao
do uso de antibidticos fez com que as bactériabdamdesenvolvessem defesas relativas
aos agentes antibacterianos, com o consequentecapanto de resisténcia (Sé al.,
2006).

Apesar do mecanismo de resisténcia variar de pabdogara patdgeno, a resisténcia é
causada por alguns fatores basicos: degradacawdificacdo do antibidtico — enzimas
catalisam a degradacdo do antibidtico ou modificagrupos funcionais
farmacologicamente importantes; efluxo continucadtbidtico — genes superexpressam
proteinas transportadoras responsaveis pela entadaida de substancia no meio
citoplasmatico, fazendo com que a retirada do iitlo para o0 meio extracelular seja
mais rapida que a difusdo pela membrana bacterir@paggramacdo e modificacdo da
estrutura-alvo — alvos macromoleculares do antdmdtcomo ribossomos, proteinas e
constituintes da parede celular, sdo estruturaknerddificados a partir de genes que o0s
expressam, afetando o reconhecimento do farmaocapea (SAet al, 2006; PUPGet al,
2010).
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1.6 JUSTIFICATIVA

Nas décadas de 1940 e 1950, a maioria das infety®stalares era causada por
micrébios Gram-positivos. Em um dado momento, ddvacStaphylococcus aurewsa a
principal causa das infeccfes hospitalares. Ja éwada de 1970, bastonetes Gram-
negativos, comdescherichia colie Pseudomonas aeruginosgassaram a ser as grandes
vilas das infec¢cdes nosocomiais. Durante a décad®80, a bactéria Gram-positia
aureus multirresistente, os estafilococos coagulase-megate 0 Enterococcus sp.
surgiram como 0s principais patdgenos hospitaldtes.partir da década de 1990 até os
altimos anos, essas bactérias Gram-positivas @assarser responsaveis por 34% das
infeccdes hospitalares, e as Gram-negativas por(SZRTORAEet al, 2005).

A resisténcia bacteriana a inUmeros farmacos eescente deteccdo de infeccdes
hospitalares causadas por cepas multirresisteatesansideradas um problema de saude
publica que compromete o tratamento de doencascinfas, estimulando a procura por
novas substancias bioativas.

Inseridos neste contexto, encontram-se 0s 4,5edigixazois que apresentam
diferentes atividades farmacologicas, dentre elatiédacteriana, como ja relatada na
literatura. Além disso, os 4,5-diidro-isoxazlis fumm uma versatilidade sintética
permitindo a incorporagcéo de uma grande variedadgutistituintes nas posi¢coes 3 e 5 do
anel, podendo gerar um extensa variedade de essutuimicas atuantes em diversas
areas, como por exemplo, a bioldgica.

Os 4,5-diidro-isoxazois podem ser sintetizadosrarpda reacéo de ciclo-adi¢ao 1,3-
dipolar. Dentre as metodologias de ciclo-adicaodip8lar, a metodologia utilizando
acido tricloro-isocianurico torna-se mais viavelde em vista que o reagente € de facil
obtencéo, baixo custo e reage em condi¢cdes bracmlasertendo aldoximas em seus

respectivos cloretos de imidoila.
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1.7 OBJETIVO

Em continuidade ao projeto de sintese e avaliagdlodgica de derivados de 4,5-

diidro-isoxaz6is desenvolvido por este grupo dejpiss, este trabalho tem como objetivo:

o Sintetizar derivados de 4,5-diidro-isoxazois emanelp como dipolo 6xido de nitrilas
derivados do furaldeido e do 5-nitro-furaldeido iferdntes compostos insturados
(acrilamida, estireno e acrilato de etila) commtipofilo.

o Caracterizar os produtos obtidos através de difesertécnicas, tais como,
espectrofotometria na regido de infravermelho (I®pectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de carbono (RMN 23C) e hidrog@RIMN 1H), espectroscopia de
massas (EM) e andlise elementar (CHN).

o Avaliar a atividade antibacteriana dos composta&dob frente as cepas padréo de
Staphylococcus aureu$ATCC 25923) Enterococcus faecalidATCC 29212)
Escherichia col(ATCC 25922)e Pseudomonas aeroginagel CC 27853).
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2 MATERIAIS E METODOS

A seguir estdo relacionados os materiais e métatihzados para a obtencdo dos
compostos estudados, bem como os procedimentoadadoha avaliacdo da atividade

antibacteriana.

2.1 MATERIAIS

2.1.1 EQUIPAMENTOS

TAB. 2.1 Relacéo de equipamentos utilizados n&aséntios derivados isoxazolinicos.

EQUIPAMENTO MODELO MARCA
Aparelho de Andlise Elementar CHN 2400 Serie 1l kiPeElmer
Aparelho de ponto de fuséo PF 100 Gehaka
Balanca analitica digital A 2005 Sartorius
Banho Maria 550 Fisaton
Bomba de vacuo ES 50 Edwards
Cromatografo gasoso 6820 GC TecAk?rzlslr(l)tgies
Espectrdmetro de massas QP-2010 Plus Shimadzu
Espectrémetro de infravermelho Prestige 21 Shimadzu
Evaporador Rotatorio MO35 Janke & Kunkle
Placa de aguecimento e agitacdo magnética 752 A Fisaton
Ressonancia Magnética Nuclear Unity 300 Varian
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TAB. 2.2 Relacao de equipamentos utilizados noiersalogico

EQUIPAMENTO MODELO MARCA
Autoclave vertical - Phoenix
Balanca analitica digital A 205 Sartorius Analytic
Céamara de seguranca biolégica classe |l - Veco
Estufa de cultura 502 A FANEM
Geladeira - Bosch
Pipeta automatica multicanal 20 — 200 pL HTL
Pipeta automatica 0,5-10puL  Thermo Electro
Pipeta automéatica 20-200 uL  Thermo Electro
Pipeta automéatica 100-1000 puLThermo Electro

2.1.2 REAGENTES E SOLVENTES

Os solventes e reagentes utilizados tiveram seu deapureza determinado pelo
fabricante.

TAB. 2.3 Relacéo de reagentes e meio de cultuliaado no ensaio biolégico

REAGENTE/MEIO DE GRAU DE

CULTUTRA PUREZA PROCEDENCIA
Caldo Mueller-Hinton Puro Merck
Amoxicilina 95% Pharma Nostra
Cloreto de sédio P.A Vetec
Dimetilsulfoxido P.A Vetec
Violeta p-iodonitrotetrazolio 95% Sigma-aldrich
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TAB. 2.4 Relacao de reagentes e solventes utilzadcsintese dos derivados

isoxazolinicos

. GRAU DE o
MATERIA-PRIMA PUREZA PROCEDENCIA
Acetona P.A Vetec
Acetato de etila P.A Vetec
Acido nitrico 95% Vetec
Acido sulftrico P.A Vetec
Acido tricloroisocianurico 100% Hidro All
Acrilamida 99% Vetec
Acrilato de etila 99,5% Acros Organics
Alcool etilico P.A Vetec
Anidrido acético P.A Merck
Carbonato de sodio anidro P.A Vetec
Cloridrato de hidroxilamina 99% Vetec
Cloreto de metileno P.A Vetec
Cloroférmio d 99,6% Cambridge Isotope
Dimetilsulféxido d 99,5% Cambridge Isotope
Estireno Comercial Petroflex
Furaldeido 95% Merck
Hexano P.A Vetec
Hidréxido de sédio P.A Vetec
5-nitro-2-furaldeido 99% Sigma-aldrich
Silica Gel 230-400 mesh 100% Merck
Silica Gel 35-70 mesh 100% Merck
Silica Gel 70-325 mesh 100% Merck
Silica Gel p/ ccf Pls4-366 100% Merck
Sulfato de sédio anidro P.A Merck
Trietilamina P.A Vetec
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2.2 METODOLOGIA SINTETICA

Todas as etapas da rota sintética utilizada pabaescéo dos derivados isoxazolinicos
foram acompanhadas por Cromatografia Gasosa (CGpefddologia utilizada para a
confirmacédo da estrutura quimica dos compostostsiatios consistiu na determinacao do
ponto de fusdo, na analise espectrométrica devirireelho (IV), Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono (RMNC), Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio NRM
'H), Analise Elementar e Espectroscopia de Mas3d3. (E

As analises por cromatografia gasosa foram reklzano aparelho da Agilent
Technologies CG 6829 empregando uma coluna HP-584Sfemil-metil-silicone com
diametro de 320 um, espessura de 25 um e comparder80 m. A temperatura inicial da
coluna foi de 70 °C, com uma taxa de aquecimentb5d€/min até atingir 280°C sendo
mantida por 6 minutos. A temperatura do injetordei250°C e a temperatura do detector
de 295°C.

A separacdo dos compostos foi realizada por cegreia flash em coluna, utilizando
com fase estacionéria a silica gel de 230-400 niethck) e como fase mével uma
mistura adequada de solventes (hexano:acetatda)e et

Os pontos de fusdo dos compostos foram deternsnado capilares utilizando o
equipamento de marca Gehaka, modelo PF 1000 néacackl.

Os espectros de infravermelho foram obtidos psfeectrometro Shimadzu modelo
Prestige 21. As amostras foram preparadas emhzastle brometo de potassio (KBr).

Os espectros de ressonancia magnética nuclearl@no e hidrogénio foram obtidos
pelo espectrbmetro VARIAN, modelo Unity-300 regsto a 75 e 300 MHz,
respectivamente. Os solventes utilizados foram ofdomio deuterado (CDG) e
dimetilsulféxido deuterado (DMS@s), contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. As escalas dos espectros foram corrigidpartir do deslocamento quimico do
solvente.

As espectrometrias de massas foram realizadaspectedmetro Shimadzu modelo
QP-2010 Plus, que operou em condi¢Bes similaremasegadas na cromatografia gasosa.

A andlise elementar de C, H e N foi realizada abdratério de Caracterizacdo de
Petréleo, Derivados e Biocombustiveis (LCPB), dpd@tamento de Quimica da PUC-
Rio.

48



2.2.1 PURIFICACAO DO FURALDEIDO

A purificacdo do furaldeido foi conduzida por diesfio fracionada a pressao
reduzida (aproximadamente 4 mmHg) com 7% de catbate sédio. A temperatura do
banho de aquecimento foi mantida em torno de GRMAREGO & PERRIN, 2000).

2.2.2 SINTESE DO 5-NITRO-2-FURALDEIDO DIACETATO

O=N WCH(CCOCI—&)Z

(31)
FIG. 2.1 Estrutura do 5-nitro-2-furaldeido diacetat

Em um bécher em banho de gelo foram adicionadosd@l (1,32 mL) de &cido
nitrico fumegante e 1 mmol (0,05 mL) de &cido gidfi

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adézos 100 mmol (9,44 mL) de
anidrido acético e mantido em banho de gelo atérapératura interna alcancar
aproximadamente 5°C. Em seguida, ainda em banhgeliee agitacdo constante, foi
adicionada bem lentamente, com o auxilio de umatpipasteur, a mistura sulfonitrica.
Posteriormente, foram gotejados 25 mmol (2,07 ne_jualdeido previamente purificado
sob as mesmas condi¢cdes. O sistema foi mantidel@aninutos em banho de gelo e
agitacdo constante. E importante frisar que paitaredesprendimento de gas N@
adicao deve ser bem lenta e a temperatura interbaldo ndo deve ultrapassar 10°C.

Apos, foram adicionados 15g de gelo picado e mardid agitacdo constante por 30
minutos. Em seguida, foram acrescentados 3,5 mlurda solugcdo de NaOH com o
objetivo de manter o pH proximo de 4, o sistemarfantido em agitagdo por 10 minutos.

Decorridos os 10 minutos, o baldo foi aquecido 4C56 55°C por 1 hora.
Posteriormente, este foi resfriado em banho de gelgitacdo por 3 horas. O precipitado
foi lavado com agua destilada gelada, filtrado@ s temperatura ambiente. O produto

foi purificado através da recristalizacdo com etaNa recristalizagéo foi utilizada 1g do
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produto formado e 14 mL de etanol P.A, a misturdefieemente aquecida e resfriada em
temperatura ambiente (GILLER et al., 1977; TEHRAN&I, 2003).

2.2.3 SINTESE DO 5-NITRO-2-FURALDEIDO

o,N__°

/ H
(32)
FIG. 2.2 Estrutura do 5-nitro-2-furaldeido

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adédos 0,8 mmol (200 mg) de 5-
nitro-2-furaldeido diacetato, 8 mL de agua destiladmL de acido sulfarico concentrado
e 6 mL de etanol PA. O sistema foi mantido em reflla uma temperatura de
aproximadamente 80°C por duas horas e meia (Métlal, 1989).

Em seguida, foi realizada a extracdo do respectigeido, pela adicdo de 10 mL de
cloreto de metileno e 5 mL de agua destilada enfumihde separacéo. Este procedimento
foi repetido por trés vezes. Posteriormente, a dagénica foi seca com sulfato de sédio,
filtrada e o solvente evaporado no rotaevaporador.

2.2.4 SINTESE DOS DERIVADOS DE 4,5-DIIDRO-ISOXAZOL

2.2.4.1 SINTESE DE 3-FURIL-5-CARBOXILAMIDA-4,5-DIIDRO-ISOXA&ZOL

N/

(33)
FIG 2.3 Estrutura do 3-furil-5-carboxilamida-4,5edo-isoxazol
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2.2.4.1.1SINTESE DA ALDOXIMA

Em um bal&do de fundo redondo de 100 mL foram digtmé 60 mmol de cloridrato
de hidroxilamina (NHOH.HCI) em 4 mL de agua destilada. Apés, foramiadados 20
mmol de furaldeido, previamente solubilizado emmlOde etanol . O sistema foi mantido
sob agitacdo constante e temperatura de aproxinesdar®7°C por 2 horas.

Em seguida, foi realizada a extracdo da fase ax@&@om 20 mL de diclorometano e
10 mL de &gua destilada. O procedimento foi redtizaés vezes. Logo apds, a secagem
da fase organica foi realizada com sulfato de sdédio

2.2.4.1.2SINTESE DO CLORETO DE IMIDOILA

A aldoxima obtida foi resfriada a 15°C em banh@e®. Apés, foram adicionados 20
mmol de trietilamina (EBN) solubilizada em 10 mL de diclorometano e 10 m(2¢82g)
de &cido tricloro-isocianurico (ATCI). O sistemadu em banho de gelo por 15 minutos,
apos a remocao do banho de gelo, o meio foi masbbcagitacéo e temperatura de 27°C
por 1 hora. O acido isocianurico formado foi rendavi por filtragcdo simples
(RODRIGUES & AGUIAR, 2001).

2.2.4.1.3REACAO DE CICLO-ADICAO

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adiémos 30 mmol (2,13g) de
acrilamida em 10 mL de diclorometano. Posteriormestb agitacdo, foram acrescentados
30 mmol de BN em 10 mL de diclorometano e sob gotejamento 2®Inum cloreto de
imidoila obtido. A reacdo foi mantida por 24 hosa¥ 27°C e agitagdo constante. O

precipitado formado foi removido por filtragdo &ué e seco em temperatura ambiente.
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2.2.4.2 SINTESE DO 3-FURIL-5-FENIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL

N/

(34)
FIG 2.4 Estrutura do 3-furil-5-fenil-4,5-diidro-isazol

A sintese da furaldoxima foi realizada utilizandorimol (1,449g) de furaldeido e 45
mmol (4,17g) de NEDH.HCI, os quais foram deixados por 2 horas enaegd a 27°C. A
aldoxima formada foi tratada com 5 mmol (1,16gAd€] e 15 mmol (1,52g) de B por
3 horas sob agitacao constante a temperatura aebien

Posteriormente, em um baldo de fundo redondo denZ5@oram adicionados 30
mmol (3,12g) de estireno com 10 mL de dicloromet&uab agitacdo, foram acrescentados
30 mmol (3,04q) de trietilamina em 10 mL de dicloeiano e sob gotejamento 20 mmol
do cloreto de imidoila obtido. A reacéo foi mantma 44 horas sob agitacdo constante a
27°C.

ApoGs esse tempo, 0 meio reacional foi lavado g vezes utilizando, no total, 60
mL de agua destilada a fim de se extrair a fasénicg que foi seca com sulfato de sédio
anidro. Obteve-se o indicio de formacao do hetelmalesejado através da analise por
cromatografia em fase gasosa com o aparecimenimdgeco em 16 minutos. O composto
foi isolado através de cromatografia em colunazatido gradiente de concentracdo com

0s solventes hexano e acetato de etila.

2.2.4.3 SINTESE DO 3-(5-CLORO-2-FURIL)-5-ETILCARBOXILATO-5;DIIDRO-
ISOXAZOL

¢ "

FIG. 2.5 Estrutura de 3-(5-cloro-2-furil)-5-etiltaxilato-4,5-diidro-isoxazol (35)
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Na sintese da furaldoxima foram utilizados 15 m(t@t4g) de furaldeido e 45 mmol
(3,12g) de NHOH.HCI. Apd6s 2 horas de reacdo, a aldoxima fornfad&ratada com 15
mmol (1,52g) de EN e 10 mmol (2,32g) de ATCI por 2 horas, sob adibaconstante e
temperatura ambiente. O cloreto de imidoila formeaayotejado a uma mistura de 20
mmol (2g) de acrilato de etila e 20 mmol (2,029)EteN solubilizados em 15 mL de
diclorometano. A reacdo, monitorada por CG, perm@meem agitacdo constante a
temperatura ambiente por 48 horas. O produto foonfi@idisolado por cromatografia em
coluna, em que se utilizou na fase movel hexancetatb de etila por gradiente de

concentracéo.

2.24.4 SINTESE DO 3-(5-NITRO-2-FURIL)-5-CARBOXILANDA-4,5-DIIDRO-
ISOXAZOL

N/

O,N

(36)
FIG 2.6Estrutura do 3-(5-nitro-2-furil)-5-carboxilamida®4dliidro-isoxazol

Foram utilizados 20 mmol (2,82g) de 5-nitro-2-fdeddo e 60 mmol (4,17g) de
NH,OH.HCI para a sintese da aldoxima, os quais fodwmixados sob agitacdo e
temperatura ambiente por 5 horas. Foram adicionz@asmol (2,02g) de BX e 10 mmol
(2,32g) de ATCI a aldoxima formada. A reacdo pemcan sob agitacdo e temperatura
ambiente por 2 horas. O cloreto de imidoila form&ml gotejado a uma mistura de 30
mmol (2,13g) de acrilamida e 30 mmol (3,03g) deNEsolubilizados em 20 mL de
diclorometano. A reacdo durou 24 horas a temperambiente e sob agitacdo. Apés, o

precipitado formado foi filtrado a vacuo e secotemperatura ambiente.
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2.2.45SINTESE DO 3-(5-NITRO-2-FURIL)-5-ETILCARBOXILATO-4-DIIDRO-
ISOXAZOL

O
O A
(37)
FIG 2.7Estrutura do 3-(5-nitro-2-furil)-5-etilcarboxila5-diidro-isoxazol

A 5-nitro-2-furaldoxima foi sintetizada a partie dl5 mmol (2,12g) de 5-nitro-2-
furaldeido e 45 mmol (3,12g) de MNBH.HCI, os quais foram deixados em temperatura
ambiente e agitacdo constante por 5 horas. A atdpxXormada reagiu com 15 mmol
(1,52g9) de BN e 10 mmol (2,32g) de ATCI por 2 horas sob agiacanstante e
temperatura ambiente. ApGs, o cloreto de imidaitenfdo foi gotejado a uma mistura de
20 mmol (2,0g) de acrilato de etila e 20 mmol (8)0&e EfN solubilizado em 15 mL de
diclorometano. A reacdo permaneceu em agitacadardasa temperatura ambiente por 42
horas. A reacéo foi acompanhada por CG, sendoatadst 0 aparecimento de um novo
pico, proximo de 17,14 minutos, sugerindo ser @ mlo composto formado. O produto
formado foi isolado por cromatografia em coluna,qra se utilizou na fase mével hexano

e acetato de etila por gradiente de concentracao.
2.3 ENSAIO MICROBIOLOGICO DOS DERIVADOS DE 4,5-DIIDRCBIOXAZOIS

Os ensaios microbiolégicos foram realizados porraulituicdo em caldo frente as
cepas padrao deStaphylococcus aureUATCC 25923),Enterococcus faecali(ATCC
29212),Peseudomonas aerugino&TCC 27853) e Escherichia coliATCC 25922), de
acordo com a Norma M7-A6 Vol.23 N° 2 2003 desendalvpelo NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS (NCCLS)
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2.3.1 MATERIAIS

2.3.1.1 MICRORGANISMOS

TAB. 2.5 Relac&o de microrganismos utilizados neaémbiolégico

MICRORGANISMOS GRAM CEPA
Escherichia coli - ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853
Enterococcus faecalis + ATCC 29212
Staphylococcus aureus + ATCC 25923

2.3.2 METODOLOGIA DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Foram realizadas trés repeticdes dos testes mokgara garantir a confiabilidade
dos resultados. Em cada teste, os compostos foestadbs em duplicata e foram

empregados 3 métodos diferente de controle dedaai

- Controle positivo: adotado a fim de se averiguar a viabilidade dosrarganismos

testados.

- Controle negativo: foi utilizado um antibiético comercial, amoxiciin de acéo

conhecida e amplo espectro.

- Controle de esterilidade:adotado para verificar a esterilidade do meioutieii@a.
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Apresenta-se na figura abaixo (FIG. 2.8) o proceditm geral utilizado nos ensaios
microbiolbgicos.

pg/mL | 1 2 3| 4| 5| 6 7 8 9| 14 11 1
256
128
64
32
16
8
4
2

1A"4

I|OMmMmOO|m@| >

1 a0 8 —» meio de cultura ( 100 pL) + amaostindculo (5uL)
09 — meio de cultura (100 pL) + se DMSO 10% + in6culo (5pL)
10 —» controle negativo — meio ditura (100pL) + antibidtico + inodculo (5 pL)
11 — controle positivo — meio de ordt (100 pL) + inéculo (5pL)

12 — controle de esterilidade — nugcacultura (100 pL)

FIG. 2.8 Esquema ilustrativo da microplaca

2.3.2.1 PREPARO DO MEIO DE CULTURA

O caldo Mdller-Hinton, utilizado como meio de cuHdupara o crescimento dos
microrganismos, foi preparado segundo as espegifgsado fabricante. Utilizaram-se 21g
do meio para 1000 mL de agua destilada. Apds, estes demais materiais foram

submetidos a esterilizacao por calor umido. Utilize autoclave, operando a 121°C por
20 minutos.

2.3.2.2 PREPARO DO INOCULO

Inicialmente, uma aliquota da bactéria preservardaglicerol foi retirada, com o

auxilio da alca de inoculacéo, e transferida paraubo de ensaio contendo 5 mL de meio
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de cultura previamente esterilizado (tubo 1). Riusteente, incubou-se a cultura a 37°C
por 20 horas. Decorrido o tempo, inoculou-se 100dplsuspenséao bacteriana em 10 mL
de meio esterilizado (tubo I1) e incubou-se poo#ak a 37°C.

Apos, transferiu-se 1 mL do meio com a bactérigada para um tubo de ensaio e
acrescentou-se 1 mL de formol 10% para realizaneglicdo da absorbancia no
espectrofotometro (625 nm). Em seguida, ajustoa-sencentracao inicial da suspensao
bacteriana (tubo I1) até a concentracéo ideAUC/mL (FIG. 2.9).

Tubo | Tubo Il Inéculo
‘ ‘ 18-20h ‘ 4h
[E— =D
37°C 37°C

5 mL de meio 10 mL de meio 10" UFC/mL
+ +

bactéria 100 pL tubo |

FIG. 2.9 Procedimento para o preparo do inéculo

2.3.2.3 PREPARO DAS SOLUCOES-MAE DOS COMPOSTOS A SEREM
TESTADOS

Para cada derivado de 4,5-diidro-isoxazol, prepaard mL de uma solucdo com
concentracdo equivalente a 512 pg/mL. Adicionarar2;5 mg do composto, 0,5 mL de
DMSO e 4,5 mL de &gua salina previamente estafdiz&d mesmo foi feito para a
amoxicilina, utilizada como antibiético padrédo. Blalucdo de DMSO 10%, utilizaram-se

0,5 mL de DMSO para 4,5 mL de 4gua salina.

57



2.3.2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Inicialmente foram realizados testes de microdiaigcom todos 0s compostos
sintetizados em diluicdo seriada com concentrag@xima de 256 pg/mL e minima de 2
pg/mL, conforme a FIG. 2.7 mostrada na se¢do 2.8.2Zim de investigar o seu
comportamento frente a uma suspensdo bacteriand #eld® UFC/poco. Apds o
preenchimento das microplacas, estas foram coleqaal@&stufa a 37°Qvernight Depois
do tempo de incubagéo, foi realizada a leiturapdasas no espectrofotometro a 625 nm.
Os compostos que apresentaram resposta a uma tragéermenor ou igual a 128 pg/mL
foram selecionados para um teste de microdiluigéio concentracdes inseridas no “ponto
de corte” do teste preliminar. Considera-se conumtp de corte” o intervalo entre a maior
concentracdo em que foi observado crescimentorim@ee a menor concentracdo em que
nao houve crescimento bacteriano.

Os testes de determinacao da concentracao imbrtdnima (CIM) foram conduzidos
a partir dos derivados isoxazolinicos que apresamtaesposta nos teste de triagem. A
CIM foi determinada utilizando o procedimento supeacionado, entretanto em
concentracdes diferentes para cada composto.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi investigada a formacgéo de & nitrila derivados do furaldeido
e do 5-nitro-2-furaldeido. Os derivados isoxazobgipropostos foram sintetizados a partir
da metodologia desenvolvida por RODRIGUES (200bdoB os compostos sintetizados

tiveram sua bioatividade investigada frente a med&ram-positivas e Gram-negativas.

3.1SINTESE DO 5-NITRO-2-FURALDEIDO

O 5-nitro-2-furaldeido (32) foi sintetizado a marto furaldeido previamente
purificado. Este tratado com uma mistura sulfordtrem presenca de anidrido acético
originou o intermediario 5-nitro-2-furaldeido disai® (31) que foi purificado através de
uma recristalizacdo com etanol, obtendo 25% deimeno (GILLER et al, 1977,
TEHRANI et al, 2003).

Apés a purificacdo do composto foi realizada cramgiafia em fase gasosa a fim de
verificar o tempo de retencdo do composto paraepostcomparacdo com o produto final
(FIG. 3.1).

detectar frontal

1 u]u)
+3 096

20 100 pa

=]

20

5 10 15 mi
FIG. 3.1 Cromatograma do 5-nitro-2-furaldeido diate
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Para a caracterizagdo do composto, inicialmentegéfdizado o ponto de fuséo, que
apresentou valor semelhante ao da literatura, sfgorelente a pf = 90 - 92 °C (TEHRANI
et al, 2003). Posteriormente, foi empregada a técnicalMdecom a finalidade de
caracterizar os principais grupos funcionais (TAR; APENDICE, FIG. 7.1, pagina 99).
A absorcdo observada em 1759 cfui atribuida a ligagdo C=0 referente ao gruperést
em 1541 e 1357 cmreferente a grupamento M@dicando, possivelmente, a formacéo

do diacetato e a nitracdo do anel furanico.

TAB. 3.1 Principais absorg¢des na regido do IV doposto 31

ABSORCAO (cnit) ATRIBUICAO
1759 Deformacéao axial de C=0
1541 e 1357 Deformacao axial de NO

Em seguida, foi realizada a analise por RMN 13C.d@slocamentos quimicos em
152,3; 82,5 e 168,1 ppm foram atribuidos aos carboB-5, C-6 e C-8/C-12, que
caracterizam a nitracdo do anel furanico e a foéimalp diacetato (TAB. 3.2; APENDICE,
FIG. 7.2, pagina 100).

TAB. 3.2 Deslocamentos Quimicay gos carbonos do composto 31

CH
153

12
O¢ \
13 o)
11
O,N o /
2 \5/1\2/6\
N/ A
4——3
O¢ \
9 CHj
14

CARBONO & MULTIPLICDADE

C-2 150,4 C
C-3 111,5 CH
C-4 112,3 CH
C-5 152,3 C
C-6 82,5 CH
C-8;C-12 168,1 C
C-14; C-15 20,6 Ch
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Na analise do RMN de *H (TAB. 3.3; APENDICE, FI®,7pagina 101) foi possivel
observar a presenca de um simpleto &®,17 referente aos hidrogénios H-14/H-15 e

dupletos referentes ao H-3 e H-4 com deslocamenasnicos & 6,73 e 7,28,
respectivamente (TEHRAN al, 2003).

TAB. 3.3 Deslocamentos quimica® @os hidrogénios do composto 31

CH
153

_—12
&

(e}
OZN\S/l\z/ N

\ /9
4— 3 /
0=\
9 CHj3
14
H MULTIPLICIDADE 5  INTEGRACAO J(H2)
H'3 d 6,73 1H 3\:||-|3_|.|4= 3,8
H-4 d 7,28 1H 3\]H4—H3: 3,8
H-6 S 7,70 1H -
H-14/H-15 S 2,17 6H -

d = dupleto; s = simpleto

Com a obtencdo do intermediério foi realizada unaadlise acida formando o 5-
nitro-2-furaldeido com 64% de rendimento (MIL&C al, 1989). A reacao foi monitorada
por cromatografia gasosa, observando o aparecingienton pico com tempo de retencéo

de 8,7 minutos e o desaparecimento do pico conmelgmbe ao material de partida (FIG.
3.2).
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detector frontal
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i £

T T
10 15 min

FIG. 3.2 Cromatograma do 5-nitro-2-furaldeido
O aldeido formado foi caracterizado por IV (APERB| FIG. 7.4, pagina 102). Na
TAB. 3.4 sdo reportadas as principais bandas oad#estaca a absorcdo em 1689'cm

atribuida a deformacéao axial C=0 do aldeido form@&lbVERSTEINet al, 2007).

TAB. 3.4 Principais absor¢des na regido do IV doposto 32

ABSORCAO (cnit) ATRIBUICAO
1689 Deformacéao axial de C=0
1579 e 1348 Deformacéao axial NO2
2873 e 2843 Deformacao axial CH

Na caracterizagdo por RMNC os deslocamentds 178,3 e 150,9 foram atribuidos
aos carbonos C-6 e C-5, respectivamente (TAB.APENDICE, FIG. 7.5, pagina 103).
Tais deslocamentos mostram a formacao do grupara&téimo e a nitracdo do anel.

O espectro de RMNH (APENDICE, FIG. 7.6, pagina 104) para o compo3®o
apresentou o simpleto ed 9,83 referente ao hidrogénio H-6. O valor obsesvad
caracteriza a formacao do aldeido (SILVERSTEtNL, 2007).
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TAB. 3.5 Deslocamentos Quimicay gos carbonos do composto 32

9
If

OZN\S/?\z/G\H
y J

CARBONO MULTIPLICDADE

C-2 118,7 C
C-3,C-4 1117 CH
C-5 150,9 C
C-6 178,3 C

TAB. 3.6 Deslocamentos quimicay @os hidrogénios do composto 32

0
O,N 0 FZ/
\5/ N, — 4
Y/

H MULTIPLICIDADE d INTEGRACAO J (Hz)
H-3 d 7,36 1H 3J|.|3.|.|4= 3,8
H-4 d 7,42 1H 3\]|_|4_|_|3= 3,8
H-6 S 9,83 1H -

d = dupleto; s = simpleto

3.2 SINTESE DOS DERIVADOS DE 4,5-DIIDRO-ISOXAZOL-3,5-
DISSUBSTITUIDOS

3.2.1 SINTESE DO OXIDO DE NITRILA
A sintese do dipolo foi iniciada com a obtencaocatitboxima a partir do respectivo

aldeido tratado com uma solucéo de cloridrato deokilamina. O mecanismo da reacao

encontra-se na figura abaixo (FIG. 3.3).
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FIG. 3.3 Proposta de intermediarios da reacao mheaigio da aldoxima

T
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As primeiras reacfes empregaram como materiaada&la o furaldeido. A reacao foi
monitorada por cromatografia em fase gasosa (CGJesaparecimento do aldeido de

partida em sua quase totalidade ocorreu por vellibras de reacéo (FIG. 3.4).

detector frontal

P

TAZT

Aldoxima
7,12 minutos

1000
1

500
1

Aldeido

LEL ﬁ ,_> 4,97 minutos

T T T
bl 10 15 miry

FIG. 3.4 Cromatograma da furaldoxima
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J& o monitoramento das reacdes utilizando o b-8ifiuraldeido como material de
partida mostrou a necessidade de um maior tempmored, aproximadamente 5 horas
(FIG. 3.5).

detectar frontal

i 4 2
§ 1
Aldoxima
11,93 minutos
Aldeido

8,52 minutos
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T
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FIG. 3.5 Cromatograma da 5-nitro-2-furaldoxima

A tabela a seguir mostra os resultados estimado<@0 através da razéo entre as
areas da aldoxima (ADX) / aldeido (ALD), empregaondaliferentes aldeidos (TAB. 3.7).

TAB. 3.7 Estimativa de conversao de aldoxima

OH
N
N
R AREA ADX/ALD (%)
NO; 9,65
H 29,38

65



Com a andlise do CG pode-se observar a formacdapeleas um produto, o que
mostra a alta seletividad#a reacdo. Possivelmente, a formacdo desse Urbcutprse
deve ao fato da aldoxima formar um anel estaveb deembros devido a ligacdes de

hidrogénio intramoleculares, formando uma estrupastante estavel (FIG. 3.6).

H™ N

H™ N
R__O

FIG. 3.6 Possivel aldoxima formada a partir do eespo aldeido

Posteriormente, a aldoxima foi halogenada empuoizae o acido tricloroisocianurico
(ATCI) em presenca de trietilamina (RODRIGUES & ARBR, 2001). Através do
monitoramento por CG foi possivel evidenciar a dungdo do pico com tempo de
retencao referente ao material de partida em uiogmeide 1 hora (furaldeido) e 2 horas
(5-nitro-2-furaldeido). O mecanismo de reacdo pafarmacao deste produto encontra-se
na FIG. 3.7.

FIG. 3.7 Proposta de intermediarios da reacao mheapéio do cloreto de imidoila.

O oxido de nitrila foi geradan situ a partir da desidroalogenacdo do cloreto de

imidoila em presenca de trietlamina. Com a firediel de diminuir a possibilidade de
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dimerizacdo do oxido de nitrila (FIG. 1.7), ele f@rado na presenca do dipolardéfilo em

€XCessO.

3.2.2 REACAO DE CICLO-ADICAO

3.2.2.1 SINTESE DE 3-FURIL-5-CARBOXILAMIDA-4,5-DIIDRO-ISOXA&ZOL

A reacdo de ciclo-adicdo entre o 6xido de nigila acrilamida foi conduzida por um
periodo de 24 horas. A separacdo foi conduzidafifitacdo a vacuo, uma vez que 0O
produto formado apresentou-se insoltvel no meici@aal. Foram obtidos 1,099 (30%) de
produto sdélido amarelo-escuro com ponto de fusére 495 — 198 °C.

A caracterizacao foi inicialmente conduzida pelalise de IV (APENDICE, FIG. 7.7,
pagina 105), na TAB 3.8 estdo expostas as prirkipandas encontradas no produto
formado. A absorcdo de pouca intensidade obseremdal602 crit foi atribuida &
deformacédo axial de ligagdo C=N indicando, possieete, a formagcdo do anel
isoxazolinico (RODRIGUES & AGUIAR, 2001).

TAB. 3.8 Principais absor¢des na regido do IV dmposto 33

ABSORCAO (cnit) ATRIBUICAO
1653 Deformacéao axial de C=0
1602 Deformacéo axial de C=N
3421 e 3280 Deformacéao axial N-H

Através da analise de RMN 3C (APENDICE, FIG. p&gina 106) foram obtidos os
deslocamentos quimicos dos carbonos apresentad@sta. 9.

A caracterizacao do heterociclo foi feita a paftis seguintes deslocamentos quimicos
148,2, 38,4 e 78,3 ppm associados a C-3, C-4 er€spectivamente (RODRIGUES &
AGUIAR, 2001; PIRRUNG, 2002).
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TAB. 3.9 Deslocamentos Quimicay gos carbonos do composto 33

o (1)2
N/l\ //

2\ 5—11
o
L
N\

CARBONO & MULTIPLICDADE
C3 1482 C
c-4 384 CH
c5 783 CH
C6 1436 C
c-8 1455 CH
c9 1119 CH
Cc-10 1138 CH
c-11 1717 C

A reacéo de ciclo-adicao 1,3-dipolar envolve umcpsso concertado e regiosseletivo
governado por uma relacdo entre os diferentesasitOMO e LUMO (GOTHELF &
JORGENSEN, 1998; NAIR & SUJA, 2007). De modo a lestecer a regioquimica
pertinente ao produto sintetizado, foi empregadacaica APT Attached Proton tekt
visto que o produto de ciclo-adicdo poderia assulmas regioquimicas distintas (A e B),

com apresentado na FIG. 3.8.

1
2
NERS O

A) B)
FIG 3.8 Possiveis regioisdmeros formados pela cede&iclo-adicao 1,3-dipolar

Analisando as estruturas A e B, pode-se verificer a mutiplicidade dos carbonos C-
4 e C-5 sao diferentes, ou seja, na estrutura &lmooo C-4 trata-se de um metileno e C-5

de um metino, ja a estrutura B apresenta o inverso.
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Analisando os dados da TAB. 3.9 foram observadageslocamentos quimicos ém
38,4 e 78,3 com mutiplicidade de um metileno e uetino, respectivamente. O sinal
78,3 foi atribuido ao carbono C-5 da estrutura A $#r o mais desblindado que o C-4,
sugerindo uma ligagdo com um atomo mais eletroivegato caso o oxigénio. © 148,2
foi atribuido ao carbono quaternario C-3, por seraarbono spligado a um elemento
eletronegativo, o nitrogénio. Com base nos resodtambnclui-se que a regioquimica do
composto 33 era analoga a estrutura A da FIG.(GB.8inal mais desblindadw171,7 foi
atribuido ao carbono quaternério C-11, referem@rbonila do grupamento amida.

Os metinos relacionados ao sistema aromatico fassmalados de acordo com 0s
resultados reportados na TAB. 3.9.0Q45,5 foi associado ao C-8, uma vez que este se
encontra ligado a o atomo de oxigénio do anel facarOs assinalamentos dos metinos
pertinentes aos carbonos C-9 e C-10 do sistemaatimmpodem ser justificados através
das formas de ressonancia do anel. O dn&l13,8 foi atribuido ao C-10, pois este se

encontra na regiao de deficiéncia eletronica (BlG).

(N/O o)

o) NH,

C;N/O O
4) NH,

o]
e
FIG 3.9 Formas de ressonancia do composto 33

Em continuidade ao processo de caracterizacdoeétizada a analise por RMN H
gue objetivou o assinalamento de todos os hidrogéresentes (TAB 3.10).

Os duplos-dupletos (dd) relativos aos hidrogéhigka, H-4b e H-5 sdo caracteristicos
do anel heterociclico (TAB 3.10). O H-4a, com deafoento quimico d& 3,43,
apresentou uma constante de acoplamehtald 17,0 Hz e 11,4 Hz. O primeiro valor
corresponde ao acoplamento com o proton geminab K40 segundo se refere ao
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acoplamento com H-5. Ja H-4b com deslocameniw3]B7, apresentou uma constante de

acoplamento de 17,0 Hz e 6,4 Hz. Isso mostra ddetb também acopla com o H-5 e que
0 angulo desses dois protons era diferente doamsoior (H-4a — H-5), logo os prétons

H-4a e H-4b ocupam ambientes diferentes (SILVERSITélal.,2007) .

TAB. 3.10 Deslocamentos quimicay (los hidrogénios do composto 33

(0]
N/? //12
2 5s—1L
|
o N2
g
=
H MULTIPLICIDADE 5 INTEGRACAO J (Hz)
H-4a dd 3,57 1H 2\]|-|4a_ H4b=17,0; gH4a— H5 = 11,4
H-4b dd 3,43 1H 2Jna0-n4aa=17,0; Jnap_ns= 6,4
H-5 dd 5,00 1H s - H4a=11,4; Ips _par=6,4
H-8 d 7,86 1H 3JH8—H9 = 1,8
H-9 dd 6,65 1H 3‘JH9—H10 = 314;3‘JH9—H8 =18
H-10 d 6,96 1H 3JH10—H9 =34
H-13a S 7,41 1H -
H-13b S 7,62 1H -

dd = duplo-dupleto; d = dupleto; s = simpleto

Finalizando a caracterizacdo do composto 33flizada a anélise elementar de C, H
e N, no qual o resultado experimental foi obtidpaatir da média da triplicata realizada

(TAB 3.11). Porém, nao foi possivel realizar a ERVvido a dificil solubilizacdo da

substancia em solvente apropriado.

TAB. 3.11 Analise elementar de CHN do composto 33

Valor C® m/m) H (% m/m) N (% m/m)
Experimental 52,4+0,1) 4.4 15,5
Calculado 53,3 4,4 15,5
A* 0,9 0,0 0,0

Variacdo entre o valor calculado e o experimental
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3.2.2.2 SINTESE DE 3-FURIL-5-FENIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL

A formacdo do composto 34 foi observada atravésrddise por CG, através da
formacgao de um pico comum tempo de retencédo deidétos (FIG. 3.10). O composto
obtido foi isolado empregando a cromatografia elara sendo utilizados como eluentes
hexano e acetato de etila na propor¢céo de 5:1lectgpmente. Ao final, obteve-se 0,5609g
(2,6 mmol) de um sdlido marrom-escuro, com o0 pod& fusdo entre 75-79 °C,

correspondente a um rendimento de 17%.

detector frontal

1
o,
16.052

— 16,0 min

200
Il

200
1

100

T T T T
a 0 15 20 miry

FIG. 3.10 Cromatograma da reacao de ciclo-adicamdgosto 34

A caracterizacdo do composto foi realizada, ifricéamte, por IV (APENDICE, FIG.
7.12, pagina 110). Observou-se em 1483 erma absorcéo atribuida & deformacao axial
da ligacdo C=N, evidenciando a formac&o do anelaimulinico, e em 763 e 700 €m
absorcdes atribuidas a deformacao fora do plasoaheaticos monossubstituidos.

Em continuidade ao processo de caracterizacaagattuio obtido, foram conduzidas
as analises de RMNC e RMN*H.
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A caracterizagdo do heterociclo foi feita a pattis carbonos caracteristicos do anel,
C-3,C-4 e C-5em 148,4, 42,9 e 82,3, respectivamente. A TAB. 3d2senta todos 0s

assinalamentos observados.

TAB 3.12 Deslocamentos Quimicay flos carbonos do composto 34

o—e/
A\
8 10
Ny
CARBONO & MULTIPLICDADE
c-3 148,4 C
C-4 42,9 CH
C-5 82,3 CH
C-6 144.8 C
C-8 144.9 CH
c-9 111,7 CH
c-10 1119 CH
C-11  140,4 C
C-12/C-16 128,8 CH
C-13/C-15 128,3 CH
C-14 1259 CH

Através da andlise de RMM foi possivel constatar dois duplos dupletosd&#)29
(3JH4a - Hab=16,7; Inaa - ns= 10,9)e 3,73 nap - H4a=16,7; Jnap — 5= 8,2) € um dupleto emd
5,69 €Jus _ 14a=10,9; Jus _ nav= 8,2) referentes ao hidrogénios isoxazolinicos H-4a, H-4b
H-5, respectivamente (TAB. 3.13. APENDICE, FIG.4.pagina 112).
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TAB 3.13 Deslocamentos quimicay ¢los hidrogénios do composto 34

] /16715\//14
SINL_ L
N N, 13
2 12
»
0—6/
8/7 \\10
Ny
H MULTIPLICIDADE d INTEGRACAO J (Hz2)
H-4a dd 3,29 1H 2)uaa-Hab=16,7; In4a_ns= 10,9
H-4b dd 3,73 1H 2Jua0-h4a=16,7; Jnap_ns= 8,2
H-5 dd 5,69 1H 3Ju5 - h42=10,9; Iy5_Hap= 8,2
H-8 d 7,51 1H 3JH8—H9 = 1,8
H-9 dd 6,48 1H 3‘JH9—H10 = 314;3‘JH9—H8 = 1,8
H-10 d 6,72 1H 3JH10—H9 = 3,4

dd = duplo-dupleto; d = dupleto; s = simpleto

A andlise elementar foi obtida a fim de se vedifio grau de pureza do material
obtido, sendo o valor experimental obtido pela médis duplicatas realizadas (TAB.

3.14).

TAB. 3.14 Analise elementar de CHN do composto 34

Valor C(@ m/m) H (% m/m) N (% m/m)
Experimental 72,3+0,2) 5,2 7,2
Calculado 73,2 52 6,6
A* 0,9 0,0 0,6

Variacdo entre o valor calculado e o experimental

Concluindo a caracterizacdo do composto 34, folizada a EM (APENDICE,
FIG.7.16, pagina 114), onde foi detectado um ioneowar (M) igual a 213 que foi
compativel com o valor esperado. O pico base ami@sen/z igual a 104 que se refere ao

fragmento apresentado na FIG. 3.11.
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@ - CHNO, N - CsHaNO, &
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miz =77 M 213 Izre 104

-+

FIG.3.11 Fragmentos sugeridos para o composto 34

O composto (34) foi sintetizado tendo como obgetiemparar sua bioatividade frente
a cepa deéStaphylococcus aureuom o resultado observado por VICENTINO (2008), a
qual utilizou um heterociclo analogo contendo daald4-piridila em substituicdo a fenila
na posicéo C-5 (VICENTINO, 2008).

3.2.2.3 SINTESE DO 3-(5-CLORO-2-FURIL)-5-ETILCARBOXILATO-5;DIIDRO-
ISOXAZOL

A etapa de ciclo-adicdo para a sintese foi condupior 48 horas a temperatura
ambiente. De acordo com o cromatograma da FIG, ¥di#ficou-se o aparecimento de
um novo pico em 14,7 min. O composto foi isolada pmmatografia em coluna,
utilizando como eluentes hexano e acetato de @atilegradiente de polaridade. Por fim,
obteve-se um sélido branco com 15 % de rendimenta,ponto de fusdo entre 69-71 °C.

Ap6s, a purificacdo do produto foram realizadasamacterizacées de IV, RMNC e
'H, CG-MS e CHN. Os resultados obtidos mostraramogeemposto formado sofreu uma

cloracao no anel furanico, substituinte da pos8:do heterociclo.
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FIG. 3.12 Cromatograma da reacéo de ciclo-adic&mdgosto 35

Na caracterizagdo por IV (APENDICE, FIG. 7.17, pégill5), observou-se a
absorcdo referente a ligacdo C=N do anel hetemant 1612 cil, em 1745 cil a
deformac&o axial de C=0 referente a banda de @stera absorcdo em 1016 tmue foi
atribuida a deformacgéo axial de C-Cl. As demai®m@des caracteristicas do composto

estao expostas TAB. 3.15.

TAB 3.15 Principais absor¢des na regido do IV doposto 35

ABSORCAO (cnit) ATRIBUICAO
1745 Deformacéao axial de C=0
1612 C=N
1207 Deformacéao axial C-O
1016 Deformacéao axial C-Cl

Na andlise de RMN®C (APENDICE, FIG.7.18, pagina 116) foram observades
deslocamentos quimicos éni43,4; 38,4 e 78,1 referentes aos carbonos C43e C-5 do
anel isoxazolinico. Os demais deslocamentos es{@@sentados na TAB. 3.16

(RODRIGUES & AGUIAR, 2001; PIRRUNG, 2002).

75



TAB 3.16 Deslocamentos Quimicay ¢los carbonos do composto 35

O
(0] 12
RN
v/
3 0’14
0\6/ T4 13

L

cl—
\‘\9/10
CARBONO & MULTIPLICDADE

C-3 143,4 C
C-4 38,4 CH
C-5 78,1 CH
C-6 147,5 C
C-8 139,3 C
C-9 108,7 CH
C-10 114,1 CH
C-11 169,6 C
C-14 62,1 CH
C-15 14,1 CH

A potencial substituicdo no furano pelo halogéwiccbnsiderada tendo em vista tanto
o nimero de hidrogénios presentes no espectro de filassim como a multiplicidade
dos sinais obtidos.

O furano, sem substituintes apresenta dois dupletasn duplo-dupleto conforme
reportado anteriormente. Porém, o espectro do ostmp35 apresentou apenas dois
dupletos emd 6,29 e 6,77, que foram atribuidos aos H-9 e H¥&E8gntes no heterociclo
em questao.

A formacao do 4,5-diidro-isoxazol foi constataddopmultipleto de sistema AB de
segunda ordem em torno d&,57 e um duplo dupleto edb,13 €Jus - H4a=10,8; Jns _ Hav=
7,5) correspondentes aos hidrogénios H-4 e H-5, regpeiss pela caracterizacdo do
heterociclo (TAB. 3.17, APENDICE, FIG. 7.19, pagiha7). O quarteto erd 4,27 e o
tripleto emd 1,32 foram atribuidos ao H-14 e H-15, refererttla.
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TAB 3.17 Deslocamentos quimicay ¢los hidrogénios do composto 35

(0] /?2
—
2\]\ 1‘>5/1/
0\6/3\4 A o
5
cw—g/ \\ o
\\\9/10
H MULTIPLICIDADE & INTEGRACAO J (Hz)

H-4 m 3,57 2H :
H-5 dd 5,13 1H 3JH5—H4a:10!8; gHS—H4b: 7,4
H-9 d 6,29 1H 3J H9-H10 — 3,5
H-10 d 6,77 1H 3J H10-H9 — 3,5
H-14 q 4,27 2H -
H-15 t 1,32 3H -

dd = duplo-dupleto; d = dupleto; m = multipletass tripleto; g = quarteto

A posicdo da substituicdo do anel furanico pode jgstificada pela analise das
constantes de acoplamento dos hidrogénios do Arselbstituicdo na posi¢ao 3 do furano
apresenta as constantes de acoplameitdos hidrogénios do C-8 e C-9 entre 1,3 e 2,
enguanto que a substituicdo na posicdo 5 apresatdaplamento dos hidrogénios do C-9
e C-10 entre 3,1 e 3,8 (SILVERSTEHR al, 2007). A cloracdo do anel no C-8 também
pode ser justificada pelas formas de ressonancielateto de imidoila. A cloracdo na
posicdo 5 forneceria um maior numero de formasedsonancia, logo mais estabilizada

seria a molécula, pois haveria uma maior dissipdeamargas (FIG. 3.13).

NwOH OH

N
- ¥
E\(Of}\(n - E\LO}Q/H\CH -—> E\(Oj/u\CI
+
+ » —

FIG. 3.13 Formas de ressonancia do cloreto de itlaidabstituido na posicédo 5.

A caracterizacdo do composto 35 foi concluida cofiva (APENDICE, FIG.7.21,
pagina 119), onde foi possivel detectar um ion oubde (M") igual a 243, o qual é

convergente com o valor teérico. O fragmento dm fdase com m/z igual a 73 esta

apresentado na FIG. 3.14.
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N-C O + N/O\
- C;H5NO,CI - C3H502

CHsCH,0CO® <= 0

cl O—\ of

m/z =73 M+ = 243 m/z = 170
FIG.3.14 Fragmentos de massas sugeridos para costorghb

A formacdo do cloro derivado pode ser justificaddappossibilidade do acido
tricloroisocianarico, utilizado na sintese do ctorde imidoila, ter clorado o anel durante a
reacao.

Os valores obtidos na analise elementar de C, Nl do composto 35 foram
reportados na TAB. 3.18.

TAB. 3.18 Analise elementar de CHN do composto 35

Valor C@ m/m) H (@ m/m) N (% m/m)
Experimental 48,620,3) 4,1(x0,1) 6,4(x0,1)
Calculado 49,3 4,1 5,8

A® 0,7 0,0 0,6

Yariacio entre o valor calculado e o experimental

3.2.2.4 SINTESE DO 3-(5-NITRO-2-FURIL)-5-CARBOXILAMIDA-4,3IIDRO-
ISOXAZOL

A reacao de ciclo-adicdo para obtencdo do com@&tdurou 24 horas sob agitacao
magnética e a temperatura ambiente. A separac@oriduzida por filtracdo a vacuo, uma
vez que o produto formado apresentou-se insoliwveheio reacional. Foram obtidos 0,96
g (21%) de produto solido amarelo-claro com portéutdo entre 230 —234°C.

78



Na caracterizacao do produto por 1V, observou-absarcéo referente a ligacdo C=N
do anel heterociclico em 1602 ¢m As demais absorcdes caracteristicas do composto
estao expostas TAB. 3.19.

TAB 3.19 Principais absor¢des na regido do IV doposto 36

ABSORCAO (cnit) ATRIBUICAO
1683 Deformacéao axial de C=0
1602 C=N
1566 e 1354 Deformacéao axial NO
3456 e 3290 Deformacéao axial N-H

Na anélise por RMNC foram observados os deslocamentodm8,7; 38,1 e 80,3
referentes aos carbonos C-3, C-4 e C-5, respeativi@nOs demais deslocamentos estao
apresentados na TAB. 3.20 (RODRIGUES & AGUIAR, ZBIRRUNG, 2002)

TAB 3.20 Deslocamentos Quimicay flos carbonos do composto 36

(o]
N,
/N
s
OZNIS\/\\lo
CARBONO 9 MULTIPLICDADE
C-3 148,7 C
C-4 38,1 CH
C-5 80,3 CH
C-6 146,4 C
C-8 152.,8 C
C-9 114,7 CH
C-10 116,6 CH
c-11 1718 C

Pela RMN'H (TAB. 3.21) foi constatada a presenca dos dugigsetos (dd) end
3,57 @haa - Hav=17,2; Jpsa - ps= 11,4),3,65 nap - Haa=17,2; Jpap - 5= 7,0)€ 5,16 {pis — Haa

=11,4; I45 _nap= 7,0) correspondentes aos hidrogénios H-4a, H-4b endsponsaveis pela
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caracterizagao do heterociclo. Os hidrogénios bgaab nitrogénio da amida apresentaram

simpletos end 7,48 e 7,73.

TAB 3.21 Deslocamentos quimicay ¢los hidrogénios do composto 36

(@] ?2
—
N

o ST e
o) N——‘S/7 \Gi
2 \\9/10

H MULTIPLICIDADE o) INTEGRACAO J (Hz)
H-4a dd 3,57 1H 2sa-mab=17,2; Jsa_ns=11,4
H-4b dd 3,65 1H 2nap—n4a=17,2; Iap_1s=7,0
H-5 dd 5,16 1H hs-h4e=11,4; I5_pa=17,0
H-9 d 7,32 1H 3 Jug-ric = 3,9

H-10 d 7,81 1H 3Ju1c-re = 3,9
H-13a S 7,48 1H -
H-13b S 7,73 1H -

dd = duplo-dupleto; d = dupleto; s = simpleto

Objetivando determinar a pureza do composto 36rdalizada a analise elementar

que de acordo com a TAB. 3.22, apresentou um bamdg pureza para o material obtido.

TAB. 3.22 Analise elementar de CHN do composto 36

Valor C(@ m/m) H (% m/m) N (% m/m)
Experimental 42,7+0,1) 3,1 18,7=0,2)
Calculado 42,7 3,1 18,7

A® 0,0 0,0 0,0

Variacdo entre o valor calculado e o experimental
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3.2.2.5 SINTESE DO 3-(5-NITRO-2-FURIL)-5-ETILCARBOXILATO-4-DIIDRO-
ISOXAZOL

A reacéo de ciclo-adicao para obtencédo do com@@¥%toi realizada em 24 horas sob
agitacdo magnética e a temperatura ambiente. Aoea¢ monitorada por cromatografia
gasosa, na qual se detectou o surgimento de umpicy@om tempo de retencdo em 17,1
minutos (FIG. 3.15). O composto formado foi pudfio através de cromatografia em
coluna utilizando um gradiente de polaridade comahe e acetato de etila. Deste modo,
foram obtidos 0,94 g, que corresponde a 25% demamio, de um sélido amarelo com

um ponto de fusao entre 92 — 94°C.
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FIG. 3.15 Cromatograma da reacéo de ciclo-adigdqmdposto 37
A anélise por IV do composto isolado detectou aisorcéo em 1610 chreferente &

deformacéo axial da ligacdo C=N presente no abedidfjro-isoxazol. Na TAB. 3.23 estéo

apresentadas as demais absor¢gdes observadas ciocedpdV.
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TAB. 3.23 Principais absor¢des na regiao do IV aimposto 37

ABSORCAO (cnit) ATRIBUICAO
1730 Deformacéao axial de C=0
1610 C=N
1566 e 1354 Deformacéao axial NO
1224 Deformacao axial C-O

A formac&o do composto sintetizado pdde ser aoafila pela andlise de RMRC e
'H. Na RMN **C foram observados os deslocamentos quimico$ &av,6; 37,7 e 78,9
referentes aos carbonos C-3, C-4 e C-5 do anedzsdixico (TAB.3.24).

TAB. 3.24 Deslocamentos Quimicay ¢los carbonos do composto 37

RN
/ 14
3 —
o %N\

/7 \ s

(@] (1)2
g/l\ //
|

CARBONO & MULTIPLICDADE

C-3 147,6 C
C-4 37,7 CH
C-5 78,9 CH
C-6 146,2 C
C-8 152,2 C
C-9 112,9 CH
C-10 113,2 CH
C-11 168,9 C
C-14 62,4 CH
C-15 14,1 CH

Na analise de RMNH foi possivel observar os hidrogénios isoxazotisitl-4 como

um multipleto de segunda ordem é&r3,68 eH-5 como um duplo-dupleto en5,24 fJys —
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naa =11,1; Jys _ map= 7,5). Os demais sinais relacionados ao compoaten8ontram-se na
TAB. 3.25.

TAB. 3.25 Deslocamentos quimicay (los hidrogénios do composto 37

(0]
/(l)\ //12

1
O\ /3\4/ ?3_,,—14
78 CH,
O,N—28 \\ o
2 \\\9/10
H MULTIPLICIDADE o INTEGRAQAO J (Hz)

H-4 m 3,68 2H -
H-5 dd 5,24 1H 3Jus _haa=11,1; Iu5_Hap=7,5
H-9 d 7,06 1H 3JH9—H1C = 3,8
H-10 d 7,39 1H 3\]H10—H9 = 3,8
H-14 q 4,27 2H 3‘JH14—H15 =71
H-15 t 1,33 3H 3J|.|15_H14 = 7,1

dd = duplo-dupleto; d = dupleto; m = multiplets; tripleto; q = quarteto

Em prosseguimento a caracterizagdo do composidoplbi realizada a EM que

revelou o ion molecular de m/z igual a 254, anakmwalor esperado (FIG. 3.16).

. +

o O + N—C
- C3Hs50;

—

ON 0—\ O,N

M+ = 254 m/z = 181
FIG. 3.16 Fragmentos sugeridos para o composto 37

A avaliagdo do grau de pureza do composto 37efdlizada por analise elementar, o
resultado obtido encontra-se na TAB. 3.26.
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TAB. 3.26 Analise elementar de CHN do composto 37

Valor C(@ m/m) H (% m/m) N (% m/m)
Experimental 47,4(+0,1) 4,0 11,3+0,2)
Calculado 47,2 3,9 11,0

A? 0,2 0,1 0,3

Variacdo entre o valor calculado e o experimental

3.3 ENSAIO MICROBIOLOGICO

Os ensaios biolégicos foram realizados através d#dunlogia de microdiluicao
sucessiva em placa de 96 pocos. Tal metodologmifgernalisar quantitativamente a
atividadein vitro de um possivel agente antimicrobiano contra urerdeébado isolado
bacteriano.

Os cinco derivados de 4,5-diidro-isoxazéis singetis foram testados frente as cepas
padrado deStaphylococcus aurey&TCC 25923) Enterococcus faecaliATCC 29212)
Escherichia coli(ATCC 25922)e Pseudomonas aerogino&TCC 27853). Este ensaio
foi dividido em duas etapas principais: analisdimigar da atividade antibacteriana dos

compostos sintetizados e determinacéo da concéotmaipitéria minima (CIM).

3.3.1 TRIAGEM DOS DERIVADOS DE 4,5-DIIDRO-ISOXAZOL

A andlise preliminar foi realizada utilizando o e de microdiluicdo sucessiva com
concentracdes que variaram de 256 pg/mL a 2 pgdmésultado foi revelado através da
utilizacdo de indicador biologico (violetp-iodonitrotetrazolio). Os compostos que
apresentaram atividade biolégica menor ou igua& |1g/mL, a maxima sugerida pela
Norma M7-A6 do NCCLS, foram conduzidos para a sdguetapa, a determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM). A CIM é refgesda como a menor concentracao do

agente antimicrobiano que inibe completamente @ceorento, descartando qualquer
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colénia Unica ou turvacdo leve causada pelo iNGENIBCLS, 2003). A revelacdo do
resultado da CIM foi realizada com o auxilio de @spectrofotobmetro; através da
densidade Optica foi possivel observar se houvegoLwcrescimento bacteriano.

Vale ressaltar que todos os testes foram condsiznoduplicata e foram realizados os
controles positivo, negativo (foi utilizado amoXita com antibiético de referéncia) e de
esterilidade, com a finalidade de comprovar a liddde dos microrganismos, a
esterilidade das solucdes utilizadas e a nao er@ar€ia do DMSO (10%), adicionado para
facilitar a solubilizagcdo do composto, no crescitadracteriano. Porém, a concentracao de
DMSO no poco da placa de teste ndo excedeu a 5%.

Os resultados dos testes microbiol6gicos prelimmanmostraram que apenas 0S
compostos 36 e 37 apresentaram atividade antimwdempromissora. A TAB.3.27
apresenta os resultados do teste de microdiluigdadsa com os compostos inicialmente

testados.

TAB. 3.27 Resultado do teste preliminar para b&égderam-negativas

Conc. 33 34 35 36 37
pg/mL| E.coli | PseudomonakE.coli | PseudomonalE.coli | PseudomonalE.coli | PseudomonakE.coli | Pseudomonals

256 | - - - - - - - - - -

128

64

32

16

8

++ [+ ]+ ]+ [+
|+ [+ ]+ ]+ [+
|+ [+ ]+ ]+ [+

4

+ |+ +]+
+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+
+ |+ +]+
1
+|+ |+ |+ |+ ]+
+ |+ |+ |+ |+ ]+

2 + + +

*crescimento bacteriano (+); auséncia de crescimieatteriano (-).

TAB.3.28 Resultado do teste preliminar para baagééram-positivas

Conc. 33 34 35 36 37

pg/mL | E.faecalig S.aureuq E.faecalig| S.aureuq E.faecaliq S. aureuq E.faecalid S. aureuq E.faecali§ S. aureus
256 - - - - - - - - - -
128
64
32
16
8
4
2 + +

*crescimento bacteriano (+); auséncia de crescimieatteriano (-).

+ [+ |+ |+ |+ |+
+ [+ + |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ |+ |+ |+

|+ |+ ]+ ]+ [+ ]+
|+ |+ ]+ ]+ [+ ]+
+ |+ [+ ]+ [+ ]|+

+ +

+ [+ |+ ]+ |+ |+
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De acordo com os dados apresentados nas tabetzsi@gh observar que apenas os
compostos 36 e 37 apresentaram uma concentrat@driiai menor ou igual a 128 pg/mL
em todos 0s microrganismos testados.

Analisando os dados podemos constatar que, embararater hidrofobico de uma
substancia seja fundamental para determinar adadé desta atravessar as membranas
celulares, neste caso, a lipofilicidade dos congsostao interferiu de maneira muito
relevante na atividade antibacteriana. Isso pod®lsservado com os valores calculados
de log P dos derivados sintetizados pelo progra@B Aabs (TAB.3.29). O log P € um
dos parametros utilizados frequentemente como raegligntitativa da lipofilicidade de
compostos bioativos, sendo diretamente proporci@ual carater hidrofébico de um
composto (PATRICK, 2001).

TAB. 3.29 Log P para os compostos estudados

N/O Ro
O
R1
COMPOSTO R R, log P
33 H CONBH -1,14
34 H Ph 1,98
35 Cl COOEt 1,74
36 NG CONH, -1,56
37 NG COOEt 0,38
Erro = &6,

Os valores de log P mostraram que apesar dos cbospd4 e 35 apresentarem um
maior carater hidrofébico, ndo apresentaram umadbw@ade antibacteriana frente as
cepas testadas. Em contra partida, os compostes336com valores menores de log P
apresentaram atividade mais promissoras frentenaerganismos testados.

Nota-se, também, que 0s compostos que possuenpangento NQ@ no anel furanico
apresentaram uma maior atividade biolégica. Tassllt@dos podem estar relacionados
com o mecanismo de redu¢do enzimatioggrupamento nitro, ja discutido anteriormente

(secdo 1.4.1).
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3.3.2 DETERMINACAO DA CIM

Com os resultados do teste preliminar foi inicialteedeterminado o “ponto de corte”
de cada composto para as cepas utilizadas. Paoaposto 36, como foi detectada a
inibicAo do crescimento bacteriano até a concefra8?2 pg/mL para as bactérias
Escherichia colie Enterococcus faecali® ponto de corte foi entre 32 — 16 pg/mL, e para
as bactériasStaphylococcus aureus Pseudomonas aeruginoseomo a inibicdo do
crescimento bacteriano foi até 16 pg/mL, o pontocode estipulado foi entre 16 - 8
pg/mL Ja para o composto 37 o ponto de corte foi ertBe-164 ug/mL para todas as
bactérias utilizadas.

O método utilizado para a realizagdo da CIM foi esmo realizado no teste
preliminar, porém o resultado foi analisado atraviss dados fornecidos pelo
espectrofotdmetro. J& as concentracdes utilizaddaram de acordo com o composto.
Para o composto 36 foram utilizadas concentractee d0 ug/mL e 12 pg/mL, com
intervalos de 4 unidades, e 20ug/mL e 6 pg/mL cotervalos de 2 unidades. Para o
composto 37 foram utilizadas concentracdes entdepBmL e 64 pg/mL com intervalos
de 6 unidades.

Com os resultados obtidos observou-se que parapagio 37 a CIM, considerando
as concentracdes testadas, foi de 88 pg/mL paraepas deE.coli, E.faecalise

P.aeruginosa de 94 pg/mL para a cepa®laureugFIG 3.17).
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'E 404 E= P.aeruginosa
S I S.aureus
m
% E=d
T 204 [
i 4
E (0 |
S
>
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R o>

Concentragaopg/mL)
FIG 3.17 Resultado do teste de microdiluicdo dopmusto 37
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Para o composto 36 as CIMs apresentadas mostraranesje composto expressa
maior atividade antibacteriana em relagdo ao cotop®8 tanto para bactérias Gram-
positivas quanto para Gram-negativas. Na FIG 3di®mos observar que a CIM para as

bactériak.coli eE. faecalisfoi de 28 pg/mL.

'—\
o
g

B E.coli
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FIG 3.18 Resultado do teste de microdiluicdo dopmmsto 36 frente &.coli e E.faecalis.

Ja para as bactériRsaeruginosa S.aureu® composto 36 apresentou CIM de 14

png/mL e 16 pg/mL, respectivamente (FIG 3.19).
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FIG 3.19 Resultados do teste de microdiluicdo dopmsto 36 frente BR.aeruginosa S.aureus.

88



O antibidtico de referéncia utilizado como padrasses testes foi a amoxicilina, que
apresentou uma CIM igual a 4 ug/mL frente a cep@.deli, 1 pg/mL para as cepas 8e
aureuse E. faecalise 128 pg/mL pard@. aeruginosaindo ao encontro da literatura
(ANDREWS, 2001).

TAB. 3.30 Valores da CIM para os compostos 36, dmexicilina frente as cepas padréo

CIM (ug/mL)
N P NI
Bactérias o NH, o oj Amoxicilina
O,N O,N
S.aureus 16 94 1
E.faecalis 32 88
E.coli 28 88 4
P.aeruginosa 14 88 128

Os dados obtidos com os ensaios biologicos mostraren resultado bastante
promissor frente a bactérRseudomonas aerugingsasto que tal bactéria apresenta uma
resisténcia intrinseca a muito antimicrobianos senassim, de dificil tratamento
(ARRUDA, 1998). Em hospitais e em outros locais gme agentes farmacéuticos séo
preparados, a habilidade das pseudomonas de sevdesegem em meios com poucos
nutrientes e locais umidos, como residuos de sawdio,fisiologico ou equipamentos de
didlise, tem sido um problema inesperado, alémagea@dade de crescerem em alguns
anti-sépticos, como compostos quaternarios de am@hua resisténcia a maioria dos
antibiéticos tem sido uma fonte de preocupacdo caédiEsta resisténcia esti
provavelmente relacionada a caracteristicas dasgsotda parede celular, responsaveis por
controlar a entrada de moléculas, e a capacidadeuwlgenoma codificar diversos sistemas
de bombeamento de efluxo. As pseudomonas sao EBmEIS por uma em cada dez
infec¢cdes nosocomiais (infecgbes hospitalaresgaminente infeccdes em pacientes nas
unidades de queimados (TORTOR®al, 2005).

Cabe ressaltar que os valores de CIM encontrad@s gsacompostos 36 e 37 séo
relativamente altos quando comparados com o0s atitivs disponiveis no mercado,
exceto frente a bactérRseudomonas aeruginas@s principais antibioticos disponiveis

no mercado apresentam CIM consideravelmente aléma pssa bactéria. A CIM da
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cefalexina (beta-lactamico) contf@seudomonas aeruginos&TCC 27853, é > 128
png/mL, da tetraciclina (inibicdo na sintese degir@s) é igual a 32 pg/mL, da amoxicilina
(beta-lactamico) € > 128 ug/mL e da norflaxaciméb{tdo na sintese de DNA) € 1ug/mL
(ANDREWS, 2001).
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados, identificadasvaliados frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas cinco derivados de Adbedisoxazois 0s quais apresentaram
rendimentos variados de 15% a 30%.

Todos os derivados apresentaram a mesma regiogselde, sendo esta determinada
pela multiplicidade / deslocamento quimico do Grawaés da técnica APT.

Dentre os compostos sintetizados, trés apresentarana estrutura quimica inédita
(33, 35 e 37), visto que nao foram encontradositeeatura pesquisada. Os outros dois
compostos (34 e 36) ndo apresentaram na literpasguisas sobre uma possivel atividade
antibacteriana.

O ensaio microbioldgico para todos os compostoslabtimostrou que 0s compostos
36 e 37 apresentaram os melhores resultados faetidas as cepas utilizadas, sendo o

composto 36 0 mais ativo.
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5 PERSPECTIVAS

Os derivados de 4,5-diidro-isoxaz0is contendo aofuitano na posicdo 3 do
heterociclo mostraram-se eficientes contra as bastétilizadas, principalmente, frente a
cepa dePseudomonas aerugingsportanto, a sintese de novos analogos a esteostonp
pode ser um potencial alvo de investigagao.

Modificagbes no substituinte da posicdo 5 do aoceio a insercdao de uma amida
secundaria, podem aumentar a lipofilicidade da outdé contribuindo para uma melhor
permeabilidade nas membranas celulares. A modifccap grupamento éster pelo acido
hidroxdmico poderia aumentar a atividade da motééteinte a cepa descherichia coli
pois compostos ja sintetizados no nosso grupo dEuEa (RODRIGUES, 2008)
mostraram que moléculas com o acido hidroxamic@ogcdo 5 do anel apresentaram
atividade expressiva contra a bactéria em questao.

Os resultados obtidos indicaram que o grupamentg fNiONuito importante para o
efeito observado. O processo de formacédo de radigeesin vivo deste grupamento pode
ser um fator importante para o tratamento da Doelec&€hagas, ja que a producdo de
radicais livres € o principal mecanismo de acéo fdomacos existentes (nifurtimox e

benznidazol) contrdrypanosoma cruzi
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Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

