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RESUMO

Este trabalho reporta a sintese de derivados de 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-
isoxazdéis utilizando a ciclo-adicdo 1,3-dipolar do o&xido carbetoxi-formonitrila
(CEFNO) a seis diferentes compostos insaturados. Estas reagdes apresentaram
rendimento em torno de 70%. Em seguida, o grupo funcional éster foi tratado com
dois compostos nucleofilicos diferentes (hidrazina e hidroxilamina) para gerar quatro
novos compostos (II: 1b, 2b, 1c e 2c) com diferentes rendimentos (20 - 40%). Todos
os compostos heterociclos tiveram sua atividade antimicrobiana avaliada frente a
diferentes bactérias (Gram-positiva e Gram-negativa). O compostos apresentando o
grupo funcional acido hidroxamico (Il: 1c, 2c) forneceram os melhores resultados
(CIM: 125 ug /mL) contra a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922).
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ABSTRACT

This work reports the synthesis of 3-ethoxycarbonyl-4,5-dihydroisoxazoles
derivatives using the 1,3-dipolar cycloaddition of carbethoxyformonitrile oxide
(CEFNO) to six different unsaturated compounds. This reaction presented yields
around 70% . The ester function was treated with two different nucleofilic compounds
(hydrazine or hydroxylamine chloridate) to give four new compounds (1a, 2a, 1b and
2b) with different yields (20 — 40%). All heterocyclic compounds were evaluated
against different bacteria (Gram positive and Gram negative). The heterocyclic
functionalized with hydroxamic acid group (1b, 2b) presented the lowest MIC (125 ug
/mL) for E.coli (ATCC 25922).
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas vislumbramos o extraordinario progresso no
desenvolvimento de novos farmacos de origem sintética, resultado da crescente
preocupacdo do Homem com a conservacgao e restauragdo da saude e do notavel
avanco das ciéncias bioldogicas, principalmente a Medicina e a Quimica
(KOROLKOVAS, 1988; TAVARES, 2001; GILMANN, 2006).

Nos ultimos anos, o planejamento molecular de estruturas pode ser utilizado
para avaliar possiveis interagdbes com alvos bioldgicos, otimizando o processo de
descoberta de substancia bioativas (GHOSE, 2006; KURTH, 2007). Dentro desse
contexto, destaca-se o estudo dos compostos heterociclicos, uma das areas de
pesquisa mais importantes dentro da quimica.

Os anéis heterocicliclos sdo contituidos basicamente por atomos de carbono e
outros elementos (heteroatomos), onde os mais frequentemente encontrados séo o
oxigénio, nitrogénio e o enxofre. Esses compostos sdo muito encontrados na
natureza e fundamentais na sintese de moléculas bioativas (NEWKOME, 1982;
BAKER, 2007).

Os 4,5-diidro-isoxazois (2-isoxazolinas) sao anéis heterociclicos de grande
versatilidade para sintese de wuma grande variedade de substancias
farmacologicamente ativas e vém sendo sistematicamente investigados, podendo
ser sintetizados através da reacio de ciclo-adi¢cado 1,3-dipolar entre éxidos de nitrila
e sistemas insaturados (WADE, 1997; GOTHELF, 1998; SMITH, 2002; KURTH,
2007; BHOSALE, 2009). Além disso, podem sofrer um processo de clivagem
redutiva da ligacdo N-O dando origem a diferentes moléculas bifuncionalizadas: -
hidroxi-cetonas, cetonas a,B-insaturadas e 1,3-amino-alcodis (KOVER, 1994;
RODRIGUES, 2001; GIACOMELLI, 2003; TOKIZANE, 2008)

Muitos desses compostos apresentam diferentes atividades farmacoldgicas,
tais como: antimicrobiana, antineoplasica, antifungica, antiinflamatéria, antipsicética,
antiviral (FIG 1.1), entre outras (AHMED, 1991; PIRRUNG, 2002; WEIDNER-
WELLS,2004; WEI- MING, 2005; LIN, 2007; ZHANG, 2007; SUN, 2009).
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antifungico antibacteriano antiinflamatério antiviral

FIG 1.1 Exemplos de 4,5-diidro-isoxazois com atividade bioldgica

A seguir sera apresentada uma breve revisdo sobre a reagcdo de cicloadi¢céo

1,3-dipolar e os métodos de obtencgao de 4,5-diidro-isoxazdis.

1.1 METODOS PARA OBTENGCAO DO OXIDO DE NITRILA

Basicamente os Oxidos de nitrila podem ser formados por duas metodologias
distintas, através de reacdes de desidrogenacdo de nitro-alcanos ou pela oxidagéo
de aldoximas, porém também existem alguns métodos alternativos.

Devido a grande importancia dos 6xidos de nitrila nas reagdes de formagao de
4,5-diidro-isoxazois, se faz necessario revisar aqui alguns dos seus processos de

preparacao.

1.1.1 FORMAGCAO DE OXIDOS DE NITRILA POR DESIDROGENAGCAO DE
NITRO-COMPOSTOS

Nitro-alcanos (1) na presenca de uma base, geram o ion nitronato (2) que
pode reagir com o fenil-isocianato (3) formando o composto de adicao (4). Este ira
se decompor em o6xido de nitrila (5) e acido carbamico (6). No entanto, o carbono do
ion nitronato também pode combinar-se com o fenil-isocianato gerando a a-nitro-
amida (7). O acido carbamico (6) sofre decomposi¢ao produzindo anilina (8) e
diéxido de carbono. A anilina pode reagir também com o fenil-isocianato fornecendo
a difeniluréia (9), como apresentado na FIG 1.2 (MUKAIYAMA, 1960;
SHVEKLGEIMER, 1976).
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1
RN CH_ Ph—N=C=0 Jk !
R/\N02 A R/ \N02 + — Ph\NH /N\/R
(1) (3) (4)
J O l
Ph Jk t* R—C=N-O
)ﬁ( SNH ow
(6)
\ J\ ———> Ph—NH, + Ph—N=C=0 ——> Ph\ Jk
(-COy)

(6) (®)

FIG 1.2 Formacéao de 6xido de nitrila por nitro-compostos com isocianato

Empregando esta metodologia, Mukaiyama obteve compostos heterociclicos,
derivados de diidro-isoxazéis (10a-d), pela ciclo-adicdo de substratos olefinicos aos
oxidos de nitrila formados. Os rendimentos podem ser considerados de moderados a
bons, conforme reportado na TAB 1.1, onde estes variam de acordo com os
substituintes. Entretanto, ainda que amplamente utilizada, esta metodologia possui
algumas desvantagens, que consistem na pouca disponibilidade de derivados de
nitrocompostos, na possibilidade de formagdo de diferentes produtos e na
solubilidade da difenilureia (9) dificultando sua separagcao (MUKAIYAMA, 1960).

TAB 1.1 Rendimentos de (10a-d) obtidos a partir de derivados de nitro-alcanos

diidro-isoxazéis R Substituintes R Rendimentos (%)
O—N a O(CH2)3CH3 82
/k)\ b Ph 79
® CN 79
(10) °
d OAc 53

Mukaiyama, 1960

Outras alternativas foram reportadas substituindo o fenil-isocianato, utilizado
como agente desidratante, por cloroformiato de etila (CICO,Et) e trietilamina (Et3N),
cloreto de benzenosulfonila (PhSO,CI) e trietilamina (EtsN), anidrido acético (Ac,0) e
acetato de sdodio (AcONa), cloreto de benzoila (PhCOCI) e metoxido de soédio
(MeONa), e acido p-toluenossulfénico (p-TsOH) (SHIMIZU, 1984 e 1986).
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Em 2002, uma nova metodologia foi proposta para geragao de 6xidos de nitrila.
Partindo da reacdo de nitro-alquenos conjugados com enolato de silicio em
presenca de tetracloreto de titanio (TiCls), Yan e colaboradores sintetizaram cloreto
de imidoila, que devidamente tratado com trietilamina na presenga de um dipolarofilo

produziu 4,5-diidro-isoxazois com bons rendimentos, conforme reportado na FIG 1.3.

Ph o Ph
. N
Ph _SiMeg cl = \O
O Ticl EtzN
4 . Ph
‘ * & ‘ /7N
0°C,05h N —
NO, Ph o Ph “OH Et0,C CO,Et EtO,C CO,Et

84%

FIG 1.3 Reacao de nitro-alquenos e posterior formacgéao de 4,5-diidro-isoxazois

Giacomelli, em 2003, reportou a reagao de nitro-alcanos com uma mistura de
N,N-dimetil-4-aminopiridina (DMAP) (11) e cloreto de 4-[4,6-dimetoxi(1,3,5)triazin-2-
ila]-4-metilmorfolinio (DMTMM) (12) produzindo O6xidos de nitrila. Estes foram
gerados in situ e forneceram isoxazois (13) na presenca de alquinos como
dipolardfilos (FIG 1.4). Os sistemas isoxazois dissubstituidos (13a-c) tiveram

rendimentos moderados conforme apresentado na TAB 1.2.

— / R1

o g )~ —

CH, - o
= _ R;—C—N—10 -

R NO2 (12) O)QN cr 1 N\o R
NS — (13)

\O/\\N Lo

FIG 1.4 Producgao de 6xido de nitrila in situ a partir de nitro-alcanos e obtencao de

isoxazéis (13)
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TAB 1.2 Rendimentos de isoxazdis obtidos a partir de nitro-compostos

Isoxazois Substituintes Rendimentos
R4 R, %
7—0 A Me Ph 75
R7 7 R, B H CO,Et 65
(13) C H CH(OEt), 80

Giacomeli, 2003

Outro método proposto para a obtencao de 4,5-diidro-isoxazoéis pela formacéao
do éxido de nitrila intermediario proveniente de nitro-alcanos primarios, consiste no
tratamento desses com 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) em presenca do
dipolardfilo, como apresentado na FIG 1.5 (CECCHI, 2006).

~ — Gay rl
R7 N0, * g, 'k, _(DABCO) R

FIG 1.5 Sintese de 4,5-diidro-isoxazois empregando nitro-alcanos e diaminas

terciarias

Recentemente, em 2009, Zhijay e colaboradores desenvolveram um método
simples e eficiente de sintese de cloreto de imidoila a partir de aril nitro-alquenos,
utilizando cloreto de aluminio (AICl;) a temperatura ambiente e obtiveram excelentes
rendimentos (FIG 1.6).

Ph

ALCH Ph Cl
ArH 3 »
\L * 25°C/3h \
NO, Ar N—OH
FIG 1.6 Obtencao de cloreto de imidoila empregando cloreto de aluminio

1.1.2 FORMAGCAO DE OXIDOS DE NITRILA POR OXIDACOES DE ALDOXIMAS

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para a obtencao de éxidos de nitrila a

partir da metodologia de oxidacdo de aldoximas. Para tanto, as aldoximas podem
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ser obtidas por um método classico. Este método consiste no tratamento de aldeidos
(14) com hidroxilamina em meio acido, fornecendo as respectivas aldoximas (15),
como apresentado no esquema mecanistico da FIG 1.7 (CHRISTL, 1973;
ALLINGER, 1978).

N

Ho O\
o H{ L H “N W o o H
|| + O (- Hzo) CO \N/ \H | |—2
. /C\H | -~ g Yo | <—>  H—C—N—oOH
H R/ \H H | |
(14) R H

N \ /
l;' + O > =N + _O_ === H§|C£ N/
R >y / \ H H
H H OH & H
(15)

FIG1.7 Mecanismo para a formacgéao de aldoximas

Grudmann, em um trabalho pioneiro em 1968, converteu aldoximas em 6xidos
de nitrila. Foram obtidos bons rendimentos a temperatura ambiente ao empregar N-
bromo-succinimida (NBS) e N,N-dimetilformamida (DMF) em meio basico. Na
desidrogenacéo de aldoximas pode-se utilizar como base 0 metdxido de sddio ou a
trietilamina. Os 6&xidos de nitrila formados e seus respectivos rendimentos sao

apresentados na FIG 1.8.

\o
o N+O /o%\ —N"—0
g O /

90% 86% 80%

FIG 1.8 Oxidos de nitrila obtidos pela metodologia de Grundmann (1968)



No mesmo ano (1968), Just realizou a oxidacao de aldoximas utilizando tetra-
acetato de chumbo (TAC), formando éxidos de nitrila como pode ser visto na FIG
1.9. Este processo foi realizado a uma temperatura de —78°C sendo o rendimento
de 80%. Apesar da exigéncia de baixa temperatura para a obtencdo de bons
rendimentos, observou-se que com substituintes volumosos, a reacao pode ser

conduzida a temperatura ambiente.

| Pb(OAc),
P _OH
R” N (-2 HOAc)

= R—C=N-0 + Pb(OAc),

FIG 1.9 Formacéao de 6xidos de nitrila empregando TAC

Uma pesquisa realizada por Chiang em 1971, envolvendo a reagédo de
benzaldoximas com cloro gasoso, utilizando diferentes substituintes (elétron-
atratores e doadores) forneceram os respectivos cloretos de imidoila com
rendimentos em torno de 50 %. Este método apresenta uma limitagdo devido a

possibilidade de ocorrer cloracdo do anel aromatico (FIG 1.10).

Cl
cl J\
I 2 . _OH
CH.CI Ar N
2 2

FIG 1.10 Formagéo de cloreto de imidoila utilizando cloro gasoso

Aldoximas derivadas do benzaldeido, quando tratadas com N-cloro-succinimida
(NCS) em DMF e base, fornecem oéxidos de nitrila (FIG 1.11). Esta metodologia nao
apresenta problemas quanto a cloracdo do anel na etapa de formacao do cloreto de
imidoila (16), e ainda apresenta consideraveis rendimentos, que variam de 75 a 99%

de acordo com os substituintes arilicos empregados (LIU, 1980).

Cl
NCS OH + -
(16)

FIG 1.11 Obtengao de 6xido de nitrila empregando N-cloro-succinimida
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Lee, 1982, desenvolveu uma metodologia onde através do tratamento de
aldoximas com hipoclorito de sédio (NaOCI) sao produzidos os respectivos cloretos
de imodoila, e a partir destes, os 6xidos de nitrila pelo uso de uma base (FIG 1.12).
Este método ainda é muito utilizado e o reagente NaOCI possui um baixo custo.
Entretanto, seu uso requer uma constante fatoracao tendo em vista que o NaOCI é
termo e foto-sensivel. Por este método foram produzidos sistemas heterociclicos

com rendimentos que variaram de 19 a 95%.

R

\ 1) NaOCI.H,0 .
C—N T R—C=N—0
/ %, 2) Et,N

OH

FIG 1.12 Formacéao de oxidos de nitrila empregando hipoclorito de sodio

Aldoximas podem ser tranformadas, in situ, em 6xidos de nitrila pelo tratamento
com cloramina-T  (N-cloro-N-sodio-metil-benzeno-sulfonamida). O  produto
heterociclico pode ser obtido apds trés horas de reacao em refluxo e o esquema da
reagao € apresentado na FIG 1.13, bem como seu bom rendimento (HASSNER,

1989).
N/O

(0] OH
- XN 1) Cloramina T, EtOH o | O

| o ¢ 90%
~ | b

o

FIG 1.13 Sintese de 4,5-diidro-isoxazdéis empregando cloramina-T

Em um outro método, a partir do tratamento de aldoximas com quantidades
equimolares de N-cloro-benzotriazol (NCBT) em diclorometano, sdo obtidos os
oxidos de nitrila correspondentes. No entanto, apesar do NCBT ser faciimente
preparado, sua utilizagdo é de certa forma limitada, uma vez que reage tanto com
aldoximas quanto com olefinas. A formagdo de um Oxido de nitrila especifico é
demonstrada na FIG 1.14 (REES, 1969 a-b; RYU, 1990).
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OH
A NCBT \
—_—

—N—O0
CH.CI,

Cl
Cl

FIG 1.14 Oxido de nitrila formado pelo tratamento de aldoximas com NCBT

Oxidos de nitrila podem ser formados utilizando 6xidos de bis-tributil-estanho
em t-butil-hipoclorito (FIG 1.15). Esta estratégia mostrou-se eficiente para substratos
que apresentam grupos sensiveis a condigdes reacionais, como por exemplo, meio
alcalino e aquecimento. O meio no qual estas reacbes se processam pode ser
considerado brando e neutro (MORIYA, 1994).

R R
\ (Bu.Sn),0
C——N 3 2- C——N Base -+ -
t-BuOCI —— R—C—N—0
H/ 2OH CI/ IIZIIIZLOH

FIG 1.15 Tratamento de aldoximas com (Bu3Sn),0 e -BuOCI

Tokunaga e Fukumoto, em 1996, interessados no desenvolvimento de novas
metodologias, reportaram que a produgao de 6xidos de nitrila também pode ser feita
por reagcdes entre cloretos de imidoila e sais de prata como acetato de prata,
carbonato de prata e cianeto de prata. Esta reagéo envolve a desidroalogenagao do
cloreto de imidoila, reportada na FIG 1.16. A metodologia em questao apresentou
bons rendimentos para formagao de sistemas heterociclicos (76 — 98%), quando os

substituintes do cloreto de imidoila e do dipolardfilo eram aromaticos ou alifaticos.
R

\ Ag' X

C———N

/ Z‘gg (-HCl)
Cl OH

X ="0Ac, CN ou CO,?

FIG 1.16 Formacéao do éxidos de nitrila pelo uso de sais de prata
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Aldoximas, quando tratadas com dicloroisocianurato de sédio (SDCC) (17) na
presenca de alumina (6xido de aluminio) (18) em um sistema bifasico, formam os
respectivos cloretos de imidoila. Estes sao transformados em o6xidos de nitrila, como
pode ser visto na FIG 1.17, e na presenca de dipolardfilos formam sistemas
heterociclicos (BOUGRIN, 1999).

Na
OYNﬁ/O
N N
H c” ™~

Cl Cl
| I'an | .
RO >~ x| ——> R—C=N—o0
ALO, (18) -HCI

FIG 1.17 Formacéao de 6xidos de nitrila empregando SDCC

O tratamento de aldoximas com tetracloroiodato de benzil-trimetil-aménio
(BTMA.ICl4) produz os respectivos cloretos de imodoila que, podem ser convertidos
posteriormente em 6xidos de nitrila pelo uso de uma base (FIG 1.18). Este reagente
também tem a capacidade de clorar sistemas aromaticos e cetonas alquilicas
(KANEMASSA, 2000).

R\ R
/C:N BTMA-|C|4 C——N Base R C_N+ o

OH
FIG 1.18 Reacoes de obtencao de 6xidos de nitrila por BTMA.ICl,

Rodrigues, em 2001, reportou uma nova metodologia para formagéo de 6xidos
de nitrila que possui excelentes vantagens como a utilizagdo de reagentes de baixo
custo, de boa disponibilidade e facil manuseio, além da facilidade de separacao do
subproduto formado. Este método emprega como agente oxidante o acido tricloro-
isocianurico (19) que gera o oxido de nitrila in situ, na presenga de quantidades
cataliticas de piridina (Py) e diclorometano como solvente. O subproduto formado &
0 acido isocianurico (20) que apos formado, precipita, podendo ser facilmente
separado por filtragdo. Um esquema geral para a obtengédo de 6xidos de nitrila por

este método é demonstrado na FIG 1.19.
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N)\N R\ . R\
)\\)\ + c=n—0 FH_ c—N _PY o r—c=nNo
HO N OH o Cl/ I"O_H (- HCI)

(20)

FIG 1.19 Formacao de 6xidos de nitrila pela utilizacdo de acido tricloro-isocianurico

Em 2004, Das e colaboradores reportaram a oxidagao de aldoximas utilizando
iodo hipervalente, o diacetoxi-iodo-benzeno (DIB), que tratado posteriormente com
um alqueno ativado (alquenos ligados a grupos elétron-doadores ou aceptores) leva
a formacgao de 4,5-diidro-isoxazoéis conforme mostrado na FIG 1.20. A conversao de
aldoximas em oxido de nitrila ocorre em apenas uma etapa, obtendo-se o produto

final com bons rendimentos.

OAc
Ph—I1<
S0OAc
DIB
N K (DIB)
1-1,5h
~ o
orto-cloro xfrﬁ‘/ ~
X= Y= (@]
meta-nitro ~
Hon

FIG 1.20 Oxidagao de aldoximas com iodo hipervalente

N-terc-butil-N-cloro-cianamida tem sido utilizado como eficiente agente de
cloracido de aldoximas para a preparacdo de cloreto de imidoila, o qual tratado
posteriormente com uma base origina o 6xido de nitrila (FIG 1.21), utilizado na
sintese de 4,5-diidro-isoxazoéis (KAUSHIK, 2006).
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Nﬁr CH3 CN CH CI N CH3 CN
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AN \ TP R™ cl \
R H CH, Cl L CH,4 H

FIG 1.21 Oxidacgao de aldoximas por N-terc-butil-N-clorocianamida

Em 2007, Romanski e colaboradores, em seu estudo da reacdo de
cicloadicdao 1,3 dipolar assimétrica produziu o6xido de nitrila a partir de

aldoximas empregando diéxido de manganés (FIG 1.22).

R
\ 1) MnO,
C—=N _—
/ %, 2) CH,CI,
H OH

FIG 1.22 Formacéo de déxido de nitrila pela utilizagdo de MnO,

Recentemente, o diéxido de cromo (CrO,) foi descoberto como um eficiente
reagente para sintese de isoxazol e isoxazolina por produzir rapidamente éxido de
nitrila, proveniente de aldoximas, na presenca de dipolaréfilos conforme
demonstrado na FIG 1.23 (BHOSALE, 2009).

OH
+ ou / -
_C “80°Cizh

R H
FIG 1.23 Formagéao de isoxazolina e isoxazois utilizando CrO

1.1.3 FORMAGAO DE OXIDO DE NITRILA PARTINDO DE GLICINA

Nesse tépico sera descrito, passo a passo, um método alternativo para a
formacdo de um oxido de nitrila especifico, obtido por uma sequéncia de reagdes
que iniciam pela esterificacdo da glicina.

Em 1990, Chang esterificou a fenil-glicina ao tratar uma suspensao em excesso
de metanol, resfriada a 0°C, com cloreto de tionila, obtendo o cloridrato de
fenilglicina-metil-éster com excelente rendimento (99%) apés 10 horas de agitagao,

conforme demonstrado na FIG 1.24.
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NH, . HCI
NH,
1)CHZOH (0°C)

> COOMe

COOH 5500, (10 agitagdo)

99%

FIG 1.24 Esterificacao da fenil-glicina utilizando cloreto de tionila

Skinner, em 1924, havia sintetizado cloreto de imidoila com redimento de
aproximadamente 50% através de uma reagédo de nitrosagdo do glicinato de etila
hidrocloreto (GEE) (21) a baixa temperatura (-5°C). Primeiramente o &cido cloridrico
(22) reage com o nitrito de sédio (23) formando o acido nitroso (24). O primeiro
equivalente deste ao reagir com GEE (21) fornece um intermediario diazo-acetato
(25). Um segundo equivalente de acido nitroso promove a conversdo do diazo-
acetato em cloreto de imidoila (26), conforme a sequéncia de reacdes observada na
FIG 1.25.

HCI + NaNO, — HNO, (HONO)

(22) (23) (24)
HONO N + H,0
Eto/\/NHZ'HC| + — EtO/\/ 2
(21) (25)
HONO
OH
o )
N cl’ N
HO0  + Eto\)|\ - I
' N EtO/\/
NO
(26)

FIG 1.25 Formagao do cloreto de imidoila (26) por nitrosagao do GEE

Kozikowski, 1982, utilizou a metodologia proposta por Skinner para obter um
oxido de nitrila especifico, chamado de Oxido de carboetdxi-formonitrila (27)
(CEFNO), a partir da desidroalogenagao do cloreto de imidoila (26) promovida pelo

tratamento com trietilamina em éter ou carbonato de sédio aquoso (FIG 1.26).
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FIG 1.26 Formagao do 6xido de nitrila especifico (CEFNO)

1.2 FORMAGAO DE 4,5-DIIDRO-ISOXAZOIS POR CICLO-ADIGAO 1,3-DIPOLAR

As reacbes de ciclo-adicdo 1,3-dipolar sdo extremamente Uuteis para a
formacéao de sistemas heterociclicos e foram descobertas por Beckmann em 1888, e
desde entdo, vem sendo largamente estudadas. Todo esse interesse € relevante
devido aos compostos formados, frequentemente, apresentarem bioatividade
(BECKMANN, 1888; GOTHELF, 1998, RODRIGUES, 2001; MOLINA, 2003; BRAGA,
2005; NASCIMENTO, 2007; CAPACI, 2008).

Trata-se de uma reacdo de ciclo-adicdo entre compostos insaturados
chamados de dipolardfilos, que apresentam ligagdes do tipo n, € compostos 1,3

dipolar (dipolo) fornecendo sistemas heterociclicos como produto. No caso dos 4,5-
diidro-isoxazodis o 6xido de nitrila (dipolo) devera reagir com alquenos (dipolaroéfilos)
(HUISGEN, 1961; KANEMASSA, 1992; WADE, 1997; GOTHELF, 1998, NAIR, 2000;
YAN, 2002; LI, 2005; SHANG, 2006; KAUSHIK, 2006; KURTH, 2007; SUN, 2009).

Apesar da possibilidade de obtencdo de dois regioisbmeros, as reagdes de
ciclo-adicdo do éxido de nitrila a alguenos monossubstituidos costumam apresentar
alto grau de regiosseletividade, sendo geralmente governada pela teoria dos orbitais
de fronteira (regra de Woodward-Hoffmann), ou seja, fornecem como produto
principal o heterociclo 3,5-substituido, devido ao oxigénio do éxido de nitrila, na sua
forma 1,3 dipolar (5”), FIG 1.27a, se ligar preferencialmente ao atomo de carbono
mais substituido do dipolardfilo (FIG 1.27b). Essas reagbes se processam via
mecanismo concertado, onde o sistema 4 n(elétron) do dipolo interage com o
sistema 2 rn(elétron) do dipolardfilo (LEE, 1982; AHMED, 1991; GILCHRIST, 1992;
KOVER, 1994; SMITH, 2002).
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FIG 1.27 (a) Formas de ressonancia para o oxido de nitrila

(b) Mecanismo de formagéao da isoxazolina

A interagdo entre os orbitais HOMO e LUMO dos reagentes participantes
ocorrera de forma a envolver uma menor diferenga de energia (AE), ou seja, o
entrosamento sera entre os orbitais que possuem coeficientes energéticos préximos.
Confirmando isto, Kamimura em 1994, baseado em dados experimentais (FIG 1.28),
comprovou que quanto menor a diferenca de energia entre os orbitais, maior sera
sua interacao (KANEMASSA, 1990; KAMIMURA, 1994).

=) () 00
\ LUMO LUMO + - -
c=—C m R,—C N O AE=11,13eV

000
0. 0

c __Homo R,—CE=N—0 AE=10,43¢eV
) 210,15 eV 210,02 eV § 0
0 O

FIG 1.28 Interagdes dos orbitais HOMO e LUMO em ciclo-adicédo 1,3 dipolar
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As reacbes de ciclo-adicdo do oOxido de nitrila a alcenos dissubstituidos
geralmente fornecem uma mistura de regioisbmeros, porém uma das regioquimicas
pode prevalecer devido a interacao estérica entre os reagentes (KAMIMURA, 1994).

E muito importante ressaltar que, no processo de formacdo desses
heterociclos, podem ocorrer reagbes indesejadas de dimerizagbes dos Oxidos de
nitrila formando, principalmente, o 2-6xido de 1,2,5-oxadiazol, chamado de furoxano
(FIG 1.29) (GRUNDMANN,1965). Uma maneira de se evitar essa formacao

indesejada € a utilizagdo de excesso do dipolardéfilo no meio racional.

—t - (0] -
R—C=—=N—-0 0 N/ \N+/O
+ — =\

. /C—C\
R—C=N—10 R R

FIG 1.29 Subproduto formado por dimerizagao de 6xidos de nitrila
1.3 DERIVADOS DE 3-ETOXICARBONIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOIS

No processo de sintese de 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazéis por reacao de
cicloadigdo 1,3-dipolar é necessario utilizar um 6xido de nitrila especifico, no qual a
porcao éster deve estar ligada diretamente ao carbono da nitrila, como ocorre no
CEFNO (27). Portanto, os trabalhos existentes relatam em sua totalidade a utilizagéao
dos 6xidos de nitrila com tal caracteristica.

Em seu estudo sobre o preparo de B-hidroxi nitrilas, Kozikowski sintetizou
diferentes 4,5-diidro-isoxazoéis carboxiladas na posicao 3, utilizando CEFNO (27),
para em seguida reagir com hidréxido de sodio 10% sob aquecimento promovendo a
descarboxilacdo e a abertura do anel conforme esquematizado na FIG 1.30
(KOZIKOWSKI, 1982).

COOEt

OH
N COOEt PhJ/ \ NaOH 10%
HO™ Y E—— N —_— HaC CN

Ph - 3
EtsN A
Cl 3 ©

FIG 1.30 Sintese e abertura do anel de 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazodis
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Em 1991, Ahmed e colaboradores sintetizaram derivados de 3-carbetoxi- 4,5-
diidro-isoxazois através de ciclo-adicao 1,3-dipolar utilizando éxido de nitrila formado
in situ (CEFNO) e como dipolardfilos, ésteres de acidos graxos insaturados.
Obtiveram bons rendimentos, conforme reportado na FIG 1.31, chamando a atengao
para a obtencao de 4,5-diidro-isoxazdis 4-substituidas como produto majoritario, ao
contrario do que se é observado em grande maioria das reagées de formagao de

4 5-diidro-isoxazois.

; EtO /
O—N=Cc—cCooEt *+ — _—
—\

R

O=—

R= /\/\/\/COOMe 90%
FIG 1.31 4,5-diidro-isoxazéis derivados de ésteres de cadeia longa

Conti, 2003, em seu trabalho sobre sintese de analogos do acido glutamico,
utilizou a metologia descrita por Kozikowski para obter CEFNO (25) in situ. Frente a
diferentes dipolardfilos sintetizou de maneira simples derivados de 3-etoxicarbonil-
4,5-diidro-isoxazdis empregando liquidos ibnicos que estabilizavam o éxido de nitrila
desfavorecendo as reagdes indesejadas de dimerizagdo, além de aumentar a

velocidade de reacao e os rendimentos (FIG1.32).

R COOEt

1 \
N COOEt R R

KHCO4, liquido ibnico o

cl
FIG 1.32 Sintese de 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazéis empregando KHCO3;

Em 2006, Dallanoce e colaboradores, em seus estudos sobre a potencial
atividade de derivados de 4,5-diidro-isoxazdis sobre receptores p-adrenérgicos,
necessitaram sintetizar 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazois para em seguida

funcionalizar a posigao 3, conforme a FIG 1.33 demonstra.
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FIG 1.33 Funcionalizagdo do grupamento éster em 4,5-diidro-isoxazois

Em 2009, Sun, em seu estudo de novos agentes contra o Micobacterium
tuberculosis, sintetizou derivados de éster 4,5-diidro-isoxazodis e avaliou a relacao
estrutura-atividade frente a diferentes substituintes nas posi¢cdes 3 e 5 do anel. A
descoberta mais significativa foi a comprovagao da perda de atividade antibacteriana
das moléculas que tiveram alteradas a posicdo 3 do anel, demonstrando a extrema
importancia da presenca do grupo funcional éster nessa posi¢cao, conferindo maior
caracter hidrofilico a molécula. A TAB 1.3 reporta alguns resultados obtidos
(SUN,2009).

TAB 1.3 Avaliacao da atividade de 4,5-diidro-isoxazbis como agentes antibacterians

ANTIBACTERIANO R R1 CIM (pg / mL)

N—g Ph CH, 1,56

r/ COOEt
COOt-Bu 0,8
Ph CH >200
N/\T COOH 2
b“ COOBu >200
~R
! CONH, Ph CH, 200
SUN, 2009
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1.4 OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo a sintese de diferentes derivados 3-etdxicarbonil-
4,5-diidro-isoxazois 5-substituidos a partir da reacédo de ciclo-adi¢do 1,3-dipolar de
oxido de carboetoxi-formonitrila (CEFNO) aos alquenos: acrilato de etila, alcool
alilico, acrillonitrila, brometo de alila, estireno e metacrilato de metila. Em uma
segunda etapa sera realizada a funcionalizagédo do grupamento éster na posigédo 3
do anel isoxazolinico utilizando reagbes com hidrazina e hidroxilamina. Os produtos
serdo caracterizados empregando técnicas como: FTIR, RMN *C, RMN 'H,
espectrometria de massas e andlise elementar. Ao final, sera avaliada a atividade
antimicrobiana frente as bactérias Gram-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-
negativa (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella pneumoniae),
objetivando investigar a influéncia na atividade dos diferentes substituintes ligados

na posi¢ao 3 e 5 dos compostos heterocicliclos sintetizados.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 REAGENTES E SOLVENTES
A TAB 2.1 abaixo reporta os reagentes e solventes utilizados nesse trabalho.

TAB 2.1 Reagentes e solventes utilizados

Reagentes Procedéncia Grau de pureza
Acetato de etila Vetec P.A.
Acido cloridrico Merck P.A.
Acrilato de etila Aldrich 97%

Acrilonitrila Aldrich 97%

Alcool alilico Fluka e Riedel 99%
Acetona Vetec P.A.
Alcool etilico Vetec P.A.
Alcool etilico absoluto Vetec 99%
Alcool metilico Vetec P.A.
Brometo de alila Aldrich 97%
Estireno Aldrich 97%

Eter etilico Vetec P.A.

Cloreto de tionila Vetec P.A.

Cloridrato de hdroxilamina Merck 99%
Cloroférmio-d Cambridge Isotope 99%
Dmso-d Cambridge Isotope 99%

Glicina Merck 99%

Hexano Vetec P.A.
Hidrazina Vetec P.A.
Metacrilato de metila Aldrich 97%
Nitrito de sddio Merck P.A.
Silica gel 60 F254-366 Merck P.A.
Silica gel 70-325 mesh Merck P.A.
Silica gel 230-400 mesh Merck P.A.
Sulfato de magnésio anidro Vetec 99%
Trietilamina Vetec P.A.
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2.2 EQUIPAMENTOS

Além dos equipamentos e vidrarias comuns de laboratorio, para a
caracterizagdo dos compostos foram utilizados os seguintes aparelhos descritos na
TAB 2.2.

TAB 2.2 Equipamentos Utilizados

Equipamentos Marca Modelo
Cromatografo a Gas Agilent 6820
Espectrometro de Massas acoplado a .
Agilent 6890N
Cromatégrafo a Gas
Espectrofotdmetro de Infravermelho
Perkin Elmer 1710
com Transformada de Fourier
Espectrébmetro de Ressonancia
. Bruker Avance 500
Magnética Nuclear
Andlise Elementar Instruments EA 1110 CHNS-O CE

2.3 METODOLOGIA DE SINTESE DOS COMPOSTOS

2.3.1 ESTERIFICAGCAO DA GLICINA

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,655 mol (aproximadamente 5 g)
de glicina e 50 mL de alcool etilico absoluto. A mistura foi resfriada a 0 °C sob
constante agitacao. Lentamente, 12 mL de cloreto de tionila foram gotejados a
mistura. O resfriamento foi retirado e a mistura permaneceu sob agitagcao por 24 h a
temperatura ambiente. Apos filtracdo e lavagem com éter etilico foi obtido um sélido

branco identificado como glicinato de etila hidrocloreto (GEE).
2.3.2 SINTESE DO CLORETO DE IMIDOILA

Foram transferidos 0,05 mol (7 g) de GEE para baldo de 100 mL, e
solubilizados em 10 mL agua destilada. Foram adicionados 4,2 mL de acido

cloridrico e a mistura resfriada a — 5 °C. Sob constante agitacdo foi adicionado,

lentamente, um equivalente de nitrito de sédio (3,5 g) a mistura. Um segundo
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equivalente de acido cloridrico e nitrito de sodio foram adicionados da mesma
maneira e a mistura resultante transferida para um funil de separagcdo. A fase
organica foi extraida com éter, seca com sulfato de magnésio anidro e concentrada
no evaporador rotatério. O cloreto de imidoila especifico foi obtido apds

recristalizacdo com hexano.

2.3.3 SINTESE DOS DERIVADOS 3-ETOXICARBONIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOIS -
SERIE |

Em um baldo de 100 mL, contendo 7,6 mmol (1,2 g) de cloreto de imidoila
solubilizado em 15 mL de éter etilico, foram adicionados de 30-40 mmol do
dipolaréfilo (excesso). Em seguida, 7,6 mmol (1,1 mL) de trietlamina foram
gotejados lentamente gerando o intermediario reativo 6xido de nitrila, in situ, que na
presenca do dipolardfilo forma o anel isoxazolinico. A reacao ocorreu durante 24
horas a temperatura de 27 °C e com vigorosa agitacao. Apds este periodo a solugao
foi lavada com agua, a fase organica seca com sulfato de magnésio anidro, sendo
em seguida retirado por filtracéo e o solvente retirado em evaporador rotatério.

A purificacao foi realizada por cromatografia em coluna flash onde um grama
de silica gel 70-325 mesh inicialmente impregnada com a amostra foi inserida em
uma coluna recheada com 30 gramas de silica gel 230-400 mesh. Foi utilizada uma
mistura de hexano e acetato de etila como eluente, a qual foi determinada por
cromatografia em camada fina (CCF). As 4,5-diidro-isoxazéis (1-6 a) foram
sintetizadas seguindo esta metodologia e seus respectivos rendimentos sdo

apresentados na TAB 2.3.
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TAB 2.3 Estruturas e rendimentos das 4,5-diidro-isoxazois — série |

I-1a I-2a I-3a

\/O '/\l_o \/O ?l_o O\/ \/O ')l_o

AN

o 0

72% 78% 78%

I-4a I-5a 1-6a

— N—O N—O

\/O\//K)\/Br \/O\//k)\ \/07/&)\/OH

J J CN /
0] 0] (0]

72% 65% 73%

2.3.4 FUNCIONALIZAGAO DO RADICAL ESTER - SERIE Il

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 20 mmol (1,38 g) de cloridrato de
hidroxilamina (NH,OH.HCI) e acrescentados 10 mL de metanol. A mistura foi
aquecida brandamente para que houvesse a total dissolugdo do soluto. Em seguida,
foi acrescentada ao baldo uma solucéo de hidroxido de potassio (KOH), previamente
preparada com 20 mmol (1,12 g) de KOH em 5 mL de metanol. O sistema foi
mantido sob a temperatura de 4 °C, imerso em um banho de gelo, em agitagao
constante por 15 minutos. Logo apds, a mistura foi filtrada para que o cloreto de
potassio formado fosse removido (OLLIS, 1974).

Posteriormente, adicionou-se o filtrado contendo hidroxilamina, a um balédo de
50 mL com 0,80 mmol (I-1a: 0,175 g e I-2a: 0,172 g) do derivado de 3-etoxicarbonil-
4,5-diidro-isoxazol, previamente dissolvido em 10 mL de metanol. O meio reacional
permaneceu em refluxo a temperatura de 70 °C e agitagdo constante durante 24
horas. A reagdo foi monitorada por cromatografia gasosa até o completo
desaparecimento do sinal com o tempo de retencao referente ao derivado de 3-
etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazol de origem.

Decorrido o periodo de reacio, o material foi levado ao evaporador rotatério até
que todo solvente fosse removido e permanecesse apenas no baldo o precipitado

branco adquirido. Este precipitado foi submetido a recristalizagdo com agua quente,
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de modo que o excesso de hidroxilamina fosse removido. Apds 24 horas retirou-se o
precipitado desejado através de filtragdo a vacuo. O precipitado foi seco em estufa a
temperatura de 50 °C por 3 horas ou em temperatura ambiente por 48 horas.

Por fim, continuando o processo de funcionalizagcdo, utilizou-se o0 mesmo
método de sintese, substituindo-se somente a hidroxilamina por hidrato de hidrazina
(0,5 mmol) para se obter outros dois compostos. A TAB 2.4 reporta os compostos

obtidos na série |l.

TAB 2.4 Estruturas e rendimentos das 4,5-diidro-isoxazodis — série |l

-1b -2b
N—O N-Q
HZN/NW@ HQN/NH// / \ ~NH,
o} ¢} O
37% 28%
l-1c ll-2¢
N—O N—O
Ho-NH 4 HO/NW(NH\OH
/ / \
o 0 O
36% 25%

2.4 CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

241 CROMATOGRAFIA GASOSA

Os compostos foram analisados no Cromatografo a Gas (CG) Agilent, modelo
6820 para uso com coluna capilar, deteccdo por ionizacdo de chama, coluna HP-
5MS 5% fenilmetilsilicone de 30 metros com didmetro de 320 um, espessura do filme
de 0,25 um, com temperatura inicial de 70 °C e taxa de aquecimento de 15 °C/min
até atingir 290 °C. Foi utilizado gas hidrogénio como gas carreador em um tempo de

corrida de 20 minutos.
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2.4.2 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os espectros de massas (EM) foram obtidos em um Espectrometro de Massas
acoplado a um Cromatoégrafo a Gas (CG/EM) Agilent modelo 6890N, que operou em
condicbes similares as empregadas na cromatografia gasosa. Foi utilizada a energia
de ionizacdo de 70 eV, sendo os ions fragmentados descritos com razédo entre

massa e carga (m/z) e abundancia relativa expressa em porcentagem (%).
2.4.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

Os espectros de infravermelho dos compostos foram obtidos em um
Espectrofotbmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), Perkin
Elmer, modelo 1710. As amostras sendo liquidas, foram aplicadas diretamente sobre

células de NaCl. Os espectros obtidos foram registrados no intervalo de 4000 a 400

-1
cm .

2.4.4 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO E CARBONO

1 13
Os espectros de RMN- H e RMN- C das substancias foram obtidos em um

espectrémetro de Ressonéncia Magnética Nuclear (Bruker, modelo avance 500),

1 13
com frequéncia de 300 MHz para H e 75 MHz para C. Cerca de 50 mg do produto
purificado, previamente secos sob luz infravermelha, foi solubilizado em cerca de 0,7
mL de solventes deuterados. Os sinais de ressonancia foram registrados em uma

escala em ppm relativos ao padrao interno tetrametilsilano (TMS).
2.5 ENSAIO MICROBIOLOGICO DOS DERIVADOS ISOXAZOLINICOS

Os ensaios microbiolégicos foram realizados através do método colorimétrico
em microplacas frente as cepas padrao da American Type Culture Collection (ATCC)
da Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 7002),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), de
acordo com a Norma M7-A6 Vol.23 No 2 2003, desenvolvida pelo NATIONAL
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COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS (NCCLS) e

regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
2.5.1 PREPARO DO MEIO DE CULTURA

O caldo Muller-Hinton utilizado como meio de cultura para o crescimento dos
microorganismos, foi preparado segundo especificacbes do fabricante que, neste
caso, sugeriu utilizar 21 g do meio para 1000 mL de agua destilada. Aplicou-se
esterilizacao por calor Umido, em autoclave operando a 121 °C por 15 minutos, tanto

no meio de cultura, como nos demais materiais a serem utilizados no ensaio.

2.5.2 PREPARO DO INOCULO

Inoculou-se 100 pL da suspensao bacteriana padrdo em um tubo de ensaio
contendo 10 mL de caldo Mueller-Hinton, previamente esterilizado. Posteriormente,
incubou-se a cultura a 37 °C até alcancar a turbidez de uma solugdo padrao
McFarland de 0,5. Isso resultou em uma suspensao com aproximadamente 1,0 x 108
UFC/mL. Pode-se também medir a absorbancia no espectrofotbmetro no
comprimento de onda 625 nm (0,1 = 10° UFC/mL). Essa solugdo é ajustada a

concentracdo de 10’ UFC/mL pela diluicdo com meio de cultura.

2.5.3 PREPARO DAS SOLUCOES-MAE DOS DERIVADOS

Para cada derivado isoxazolinico a ser testado, preparou-se 5 mL de uma
solugdo com concentragéo equivalente a 1000 ug/mL no qual foram adicionados 5,0
mg do composto ao baldo volumétrico de 5 mL e 1,0 mL de DMSO, em seguida uma
quantidade suficiente de meio de cultura esterilizado foi transferido para avolumar 5

mL.

2.5.4 BIOENSAIO PELO METODO COLORIMETRICO EM MICROPLACAS

O método colorimétrico em microplacas possibilita a determinagcdo da

concentracao inibitéria minima (CIM). As amostras foram diluidas 1:2 partindo da
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concentragao inicial 500 png/mL no primeiro pogo. Foi adicionado 5 pL da cultura dos
microrganismos em cada poco, obtendo um volume final de 105 pL (5x10* CFU/mL),
e as microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Clorofenicol (Sigma) foi utilizado

para o controle positivo.

44



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os derivados isoxazolinicos propostos (TAB 2.3 e 2.4) foram sintetizados
utilizando a metodologia desenvolvida por Kozikowski (FIG 1.30). A caracterizagao
desses compostos foi realizada por espectrometria de infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN '3C), ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H), espectrometria de massas (EM) e andlise
elementar.

A atividade antimicrobiana dos derivados heterociciclos sintetizados foi
investigada frente as bactérias Gram negativas: Eschirichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas Aeruginosas; e Gram positiva: Staphylococcus aureus.

Os compostos sintetizados originaram duas séries diferentes: | e Il. A primeira
foi sintetizada usando seis diferentes dipolardfilos: estireno, metacrilato de metila,
brometo de alila, acrilonitrila, acrilato de etila e alcool alilico. Estes heterociclos
foram sintetizados usando o 6xido de carbetdxi-formonitrila (27) como material de
partida formado a partir do aminoacido glicina.

Os dipolarofilos da série | foram escolhidos visando a obtencado de derivados
com diferentes lipossolubilidades, uma vez que tal caracteristica confere as
moléculas do farmaco a capacidade de permearem a dupla camada fosfolipidica das
membranas das células bacterianas. com maior ou menor facilidade. Este fato
pode influenciar diretamente na eficacia da molécula em atingir o alvo biolégico.
(GILMANN, 2006; KUMAR, 2009).

A série |l foi sintetizada a partir dos compostos isoxazolinicos formados pelo
estireno (I-1a), mais lipofilico, e pelo acrilato de etila (I-2a), mais hidrofilico, os quais
foram tratados separadamente com hidrazina (lI-b) e hidroxilamina (ll-c), dando

origem a quatro novos compostos, II-1b, 1I-2b, 1l-1c e Il-2c.
3.1 SINTESE DOS DERIVADOS ISOXAZOLINICOS
Este trabalho teve inicio com a sintese do cloreto de imidoila (26), derivado do

aminoacido glicina, que da origem na presenca de base ao 6xido de carboetoxi-

formonitrila (27), sendo sua obtengao discutida a seguir.
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3.1.1 SINTESE DO OXIDO DE CARBETOXI-FORMONITRILA (CEFNO)

O processo de sintese do oxido de carbetoxi-formonitrila a partir de glicina
pode ser dividido em duas etapas: a primeira envolve a esterificagcdo da glicina
produzindo o glicinato de etila hidrocloreto (GEE) que na segunda etapa reage com
acido nitroso produzindo o respectivo cloreto de imidoila.

O GEE foi facilmente preparado agitando-se glicina, etanol e cloreto de tionila a
0°C por um periodo reacional de 10 h. Foi obtido um sélido branco apresentando
faixa de fusdo de 143-145°C, semelhante ao reportado na literatura (HANDBOOK,
2000) e o rendimento obtido foi de aproximadamente 100%. A FIG 3.1 descreve o

esquema mecanistico da reagao.

1] 1
S +
~Non + ¢ >¢g —>= HC o Do N\

+ 0 ) HaN O H
+ /N H3N H H 3 2 /
HsN\)‘\ ¢ HO ——= N 0" = Q'
OH f \
) H Cl &7 \H
cl

+ + Q
H3N H

—_—
N Nort

FIG 3.1 Mecanismo de esterificagdo da glicina)
Na segunda etapa, uma solucdo aquosa de GEE foi tratada com dois

equivalentes de acido nitroso, para gerar o respectivo cloreto de imidoila. O

mecanismo proposto para esta reacao esta descrito na FIG 3.2.
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FIG 3.2 Mecanismo da nitrosagéo do glicinato de etila hidrocloreto

O método utilizado para obtencdo do cloreto de imidoila foi 0 mesmo
desenvolvido por Skinner em 1920 e aprimorado por Kozikowski em 1982. A reacao
teve seu melhor rendimento (41%) a -5 °C e foi monitorada por cromatografia em
camada fina (CCF), observando-se um fator de retencao (RF) diferente do composto
de partida, indicando a formagao de um novo produto, no tempo reacional de 1 hora.
Apds extracdo por solvente (éter) e recristalizagdo em hexano foram obtidos cristais
brancos com faixa de fusdao de 77-79 °C, semelhante ao reportado na literatura
(KAZIKOWSKI, 1982). A FIG 3.3 reporta a analise por cromatografia gasosa (CG) do
composto formado.
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FIG 3.3 Cromatograma do cloreto de imidoila

A desidroalogenacgao (in situ ) do cloreto de imidoila (26) em presenca de
trietilamina forneceu o 6xido de carbetéxi-formonitrila (27). Objetivando diminuir a
possibilidade de dimerizagdo deste intermediario, ele foi gerado somente na
presenca de um excesso de dipolardfilo (RODRIGUES, 2001). A rota sintética de

formacao do oxido de nitrila encontra-se na FIG 3.4.

(6] (0]
\ 1)EtOH (0°C) ‘
NH > NH,.HCI
HO 2)SOCl, (10h agitagdo) EtO

HCI, NaNO,

-5°C

(o] EtsN 0] Cl
b < 5
EtO N-wOH

EtO
(27)

(26)

FIG 3.4 Rota sintética de formacao do 6xido de carbetdxi-formonitrila (27)
3.1.2 SINTESE DOS DERIVADOS DE 3-ETOXICARBONIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOIS
~ SERIE |

A série | foi preparada através da reacao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar do éxido de

carbetoxi-formonitrila a diferentes dipolardéfilos: estireno, metacrilato de metila,
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brometo de alila, acrilonitrila, acrilato de etila e alcool alilico. Foram obtidos seis
produtos derivados de 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazéis (1-6a) A FIG 3.5

apresenta a retrossintese da formacao dos derivados isoxazolinicos (série |).

\ A
N—O o// -0 7 T)
EtO /A R, o) . OH Jv
NH,.HCI
M — + — \[)\N = Eo 2
o Ry R, OFEt
R4
1) Ph
4)CN
2) COOEt ) R,=H
3)CH,Br ) CH,OH
<
R,=
6) COOCH, } R,= CH,

FIG 3.5 Retrossintese da formacao dos derivados isoxazolinicos — Série |
3.1.2.1 SINTESE DE 3-ETOXICARBONIL-5-FENIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL (I-1a)

A reacao foi conduzida conforme procedimento descrito no item 2.3.3 pagina:
29. O cloreto de imidoila foi adicionado lentamente a solugdo contendo estireno,
trietlamina e éter. Desta forma o dipolo foi gerado em presenca de dipolardfilo,
utilizando uma razdo molar de 1:4, respectivamente. O mecanismo proposto para
esta reacdo encontra-se na FIG 3.6.

O—H :
N 4\ ¢N _0

AN

OEt

N
W@ ./ Q
O\
EtO
(72%)

FIG 3.6 Reacao de formacao de 5-fenil-3-etoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazol
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A reacado foi monitorada por cromatografia com fase gasosa, no qual foi
observado que a converséao total ocoreu num tempo de 12 horas a 27 °C. Estas
condicdes reacionais produziram no CG um pico predominante com tempo de
retencao de 17,9 minutos (FIG 3.7).
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FIG 3.7 Cromatograma da sintese do composto I-1a

O produto I-1a foi purificado por cromatografia em coluna empregando uma
mistura de hexano e acetato de etila (3:1), como eluente. Foi obtido 1,20 g (72%) de
um liquido oleoso amarelo.

A caracterizagdo do composto foi iniciada empregando técnica de IV (ver
APENDICE FIG 6.1, pagina: 97), onde foi observada uma absorc¢éo de intensidade
moderada por volta de 1589 cm™, relacionada ao estiramento da ligagdo C=N do
anel heterociclo (DESAI, 2007). Em torno de 1720 cm™, uma absorgdo de forte
intensidade referente ao estiramento axial do grupo C=0 do éster. As absorgdes
intensas em 1247 cm™ e 1122 cm™ foram associadas as vibragdes axiais assimétrica
e simétrica da ligagdo C-O , respectivamente. Por fim, as absorcdes em 700 cm™'e
748 cm™ foram relacionadas as deformagdes angulares fora do plano do anel
aromatico monossubstituido, conforme reportado na TAB 3.1 (SILVEIRSTEIN,
2000).
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TAB 3.1 Principais absor¢des na regido do IV do composto I-1a

ABSORCAO(cm™) ATRIBUICAO
1720 vibragao axial de C=0
1247 vibragao axial assimétrica C—O
1122 vibragao axial simétrica C—O
1589 vibragao axial de C=N
700 e 748 Deformacéao angular fora do plano C—H

Através das andlises de RMN C (ver APENDICE FIG 6.2, pagina: 98) foram
obtidos os deslocamentos quimicos dos carbonos do composto sintetizado, os quais
sao reportados na TAB 3.2.

Os deslocamentos quimicos em 151,0, 41,1 e 84,7 ppm evidenciam a formacéao
do anel isoxazolinico, uma vez que estes sao semelhantes aos deslocamentos dos
carbonos C-3, C-4 e C-5, respectivamente, deste heterociclo, reportados na
literatura (CURRAN,1997, PIRRUNG, 2002). Os sinais 160,2 e 61,8 ppm foram
associados aos carbonos C-6 e C-8, respectivamente, devido a semalhanca desses

valores aos relacionados a carbonos da funcao éster (SILVEIRSTEIN,2000).

TAB 3.2 RMN "*C: deslocamentos quimicos dos carbonos do composto I-1a

o) C
160,2 C-6
151,0 C-3
139,4 C-10

128,6 € 128,3 C-11-C15
1257 C-13
84,7 C-5

61,8 e 14,1 C-8eC-9
411 C-4
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De modo a estabelecer a regioquimica pertinente ao produto sintetizado, foi
empregada a técnica de DEPT (ver APENDICE FIG 6.3, pagina: 99). Visto que o
produto da ciclo-adicéo, teoricamente, poderia assumir duas regioquimicas distintas
(A e B), conforme apresentado na FIG 3.8. Os dados obtidos encontram-se na TAB
3.3.

FIG 3.8 Possiveis regioquimicas do composto I-1a

A partir da TAB 3.3 pode ser observado que os deslocamentos quimicos de C-
4 e C-5 em 41,1 e 84,7 ppm, possuem multiplicidades de metileno e metino,
respectivamente. O mais desblindado (C-5) esta ligado ao &atomo mais
eletronegativo, no caso o oxigénio (SILVEIRSTEIN,2000). Com base nos resultados
obtidos presumiu-se que a regioquimica do composto I-1a era analoga a estrutura A
(FIG 3.8).
TAB 3.3 DEPT: Multiplicidade dos carbonos do composto I-1a

Ne b, [\ M
) S50 13
° T
o MULTIPLICIDADE Cc

128,6 CH C-12e C-14
128,3 CH C-11eC-15
125,7 CH C-13
84,7 CH C-5
61,8 CH, C-8
41,1 CH, C-4
14,1 CH; C-9
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O sistema aromatico apresenta 5 carbonos com multiplicidade CH. O carbono

C-13 em 125,7 ppm é o mais blindado dos aromaticos o que se explica pela

estrutura de ressonancia do anel proposta na FIG 3.9. C-10, o mais desblindado

dos carbonos aromaticos, foi associado a & 139,4 devido a ser um carbono

quaternario e, assim como C-3 e C-6, ndo é visualizado pela técnica DEPT. Os dois

carbonos simétricos C-12 e C-14, em 128,6 ppm, encontram-se em uma regido com

uma leve deficiéncia de elétrons com relagdo a C-11 e C-15, em 128,3 ppm.

-

2

-)<—> C

T

R R R
| é@ @

FIG 3.9 Formas de ressonancia para o anel aromatico

Em continuidade as caracterizacdes foi realizada a RMN 'H (ver APENDICE

FIG 6.4, pagina: 100), e os dados obtidos encontram-se disponibilizados na TAB 3.4

a sequir.

TAB 3.4 RMN "H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto |-1a

5 H MULTIPLICIDADE INTEGRACAO J (Hz)
7,30 H11-15 m 5 -
5,70 H5 dd 1 3 nstaa= 11,6; >Jpsrap= 8,9
4,30 H8 q 2 3 ng.Ho= 7,0
3,65 H4a dd 1 2 Jrisa-tian=17,8; *Jraans= 11,6
3,20  H4b dd 1 2 Jriap-raa= 17.8; *Jrap-+s= 8,9
1,32 H9 t 3 3no-He= 7,0

A partir dessa técnica (TAB 3.4), foi observado um duplo-dupleto na regiao de &

3,20, tendo este constantes de acoplamento 2JH4b-H4a= 17,8 Hz e 3JH4b-H5 = 8,9 Hz.

Um outro duplo-dupleto foi detectado em & 3,65 com constantes de acoplamento de
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2JH4a-H4b= 17,8 Hz e 3JH4a-H5= 11,6 Hz. Ambos apresentaram integracao de 1H e logo
foram atribuidos aos hidrogénios pré-quirais H4a e H4b do anel isoxazolinico. Foi
observada a presenga de um duplo-dupleto em & 5,70 caracteristicos do hidrogénio
H5 do heterociclo. Os demais sinais foram observados em 7,30 ppm, um multipleto
com integragdo 5H associado ao sistema aromatico, 4,30 e 1,32 ppm, ambos do
grupamento éster da molécula.

A analise de EM (ver APENDICE FIG 6.5, pagina: 101) apresentou um ion
molecular com m/z= 219 (27%), compativel com o valor do peso molecular do
composto I-1a. O pico base observado foi de m/z=104 e pode ser justificado pelo

fragmento apresentado na FIG 3.10.

m/z= 104

FIG 3.10 Fragmento sugerido para o pico base do composto I-1a

A analise elementar foi realizada contribuindo na verificacdo do grau de pureza
do composto I-1a. A TAB 3.5 apresenta o resultado da porcentagem de CHN

existente na substancia, seguido do valor estimado e da variagao entre ambos.

TAB 3.5 Analise elementar de CHN do composto I-1a

13
C12H13NO3

14

VALOR C (% m/m) H (% m/m) N (% m/m)

vC? 65,7 59 6,3
VEP 65,9 5,6 6,7
Ve 0,2 0,3 0,4

2 Valor calculado ° Valor Experimental ~ © Variagdo

3.1.2.2 SINTESE DE 3,5-DIETOXICARBONIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL (I-2a)
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Continuando o processo de formacao dos derivados de 3-etoxicarbonil-4,5-
diidro-isoxazois foi sintetizado o composto [-2a utilizando acrilato de etila como
dipolardfilo numa proporgao 4 vezes maior em relacdo a quantidade de cloreto de
imidoila. A reagdo ocorreu durante 15 h a 27°C, em constante agitacédo e foi
monitorada por cromatografia gasosa, onde o aparecimento de um pico
predominante em 14,9 minutos evidenciou a possivel formagao do produto.

O produto I-2a foi isolado por cromatografia em coluna utilizando hexano e
acetato de etila como eluente em uma proporgéo de 4:1, (FIG 3.11) sendo obtido

por volta de 1,3 g (78%) de um liquido oleoso amarelo.

detector frontal

|-2a 4—%
s 14,9 min
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T T T
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FIG 3.11 Cromatograma da sintese do composto |-2a

Utilizando a técnica de IV (ver APENDICE FIG 6.6, pagina: 102) iniciou-se o
processo de caracterizacao do composto [-2a. Foram verificadas as absorcdes
caracteristicas conforme descrito na tabela a seguir (TAB 3.6). Em 1599 cm™ e em
1740 cm™ foram observadas as absorcdes relacionadas as vibragdes axiais C=N e
C=0, respectivamente. Os estiramentos simétricos e assimétricos provenientes das
ligagdes C—O foram relacionados as absorcdes 1255 e 1211 cm™ e as 1155 e 1126

cm™.
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TAB 3.6 Principais absor¢des na regido do IV do composto |-2a

ABSORCAO(cm™) ATRIBUICAO
1740 vibragao axial de C=0
1255 e 1211 vibracao axial assimétrica C-O
1155 e 1126 vibragao axial simétrica C-O
1599 vibragao axial de C=N

Através da técnica de caracterizagdo por andlise de RMN de '3C (ver
APENDICE FIG 6.7, pagina: 103) foi evidenciado a formac&o do anel isoxazolinico
(C3,C4 e C5). Os assinalamentos 62,5 e 62,4 ppm, praticamente idénticos, foram
relacionados aos carbonos ligados aos oxigénios (C-8 e C-12) dos substintuintes
ésteres e 14,2 e 14,1 ppm aos carbonos semelhantes C-9 e C-13. Os carbonos, C-6
e C-10, sao caracteristicos das carbonilas, sendo C-6 o mais blindado ja que
apresenta-se conjugado com C=N do anel heterociclo (SILVERSTEIN, 2000). A TAB

3.7 abaixo reporta os valores comentados:

TAB 3.7 RMN *C: deslocamentos quimicos dos carbonos do composto I-2a

9 7 2N—O' 11 1
N L e oy
5
gl
3 c
169,0 C-10
160,0 C-6
151,2 C-3
80,0 C-5
62,5 e 62,4 C-8eC-12
37,7 C-4
14,2 e 14,1 C-9eC-13

A regioquimica do composto I-2a foi estabelecida com uso da técnica de DEPT
(ver APENDICE FIG 6.8, pagina: 104). Observando-se as multiplicidades de C-4 e
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C-5 do heterociclo pdde-se concluir a formacado do isébmero 5-substituido, assim
como no composto I-1a. Na TAB 3.8 apresentam-se os deslocamentos quimicos dos

carbonos e suas multiplicidades.

TAB 3.8 DEPT: Multiplicidade dos carbonos do composto I-2a

9 7 2N—O' 11 1
e o ./ 10, O~
NG
) MULTIPLICIDADE Cc
80,0 CH C-5
62,5e62,4 CH, C-8eC-12
37,7 CH, C-4
14,2 e 14,1 CH3 C-9e(C-13

No especto de RMN 'H (ver APENDICE FIG 6.9, pagina: 105) foram
observados os assinalamentos e multiplicidades dos hidrogénios dos substituintes
ésteres, caracteristicos do composto I-2a: dois tripletos bastante préoximos em 1,32 e
1,37 ppm, associados a H13 e H9, e dois quartetos em 4,27 e 4,34 ppm
relacionados a H12 e H8. Também foram observados os hidrogénios caracteristicos
do anel isoxazolinico, H4a, H4b e H5, em & 3,51 (*Juaarar= 17.8; 3Jpsaris= 11,5), &
3,48 (“Unapraa= 17,8; *Japrs=7,8) e 8518 ( °Jusraa=11,5; >Jnisnan=7,8),
respectivamente (TAB 3.9).

TAB 3.9 RMN 'H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto I-2a

0 7 2N—O' 11 3
~e_o., / 0, O~
3 5
Iy

5 H  MULTIPLICIDADE INTEGRAGAO J (Hz)
518 H5 dd 1 3 Instaa= 11,5; *Jusrap=7,8
4,34 H8 2 SJnro= 17,0
427 H12 2 3J12013= 7,0
3,51 H4a dd 1 2 Jrisa-tian=17.8; 3Jraans= 11,5
3,48 H4b dd 1 2 Jrap-+aa=17.8; *Jrap-rs= 7,8
1,37 H9 t 3 3Jno-+e= 7,0
1,32 H13 t 3 SJn13H12= 7,0
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Esperava-se encontrar um ion molecular (M *) discreto com m/z= 215 na
analise por espectrofotometria de massa (EM), o que nao ocorreu, no entanto, foi
observado um ion M+1, m/z= 216, pouco visivel (<0,5%) (ver APENDICE FIG 6.10,
pagina: 106). E comum em moléculas contendo heteroatomos (N, O e S) ocorrerem
colisdbes bimoleculares onde ha doacdao de um préton de uma molécula neutra a
outra, o que explica M+1. O pico base foi observado em m/z=142 e justificado pela
fragmentagao apresentada na FIG 3.12 (SILVERSTEIN,2000).

+e
+ +
N—O N—O _
N__0 \/&)\(o\/ -COOC,H, \_-O W -COOC,H, U
| | ) )
o} o o]
- e m/z= 142 m/z=70

FIG 3.12 Fragmentagao do composto I-2a

A analise elementar concluiu a caracterizacdo do composto |-2a, sendo os
valores experimental obtidos pela média das trés replicatas realizadas apresentado
na TAB 3.10.

TAB 3.10 Analise elementar de CHN do composto I-2a
7 2N—O' 1

13
10 O\/
12

CoHysNO;

é
o
o\ (o]
w
\
N
[$,]
o—

VALOR C(%m/m) H(%mm) N (%mim)

VC? 50,2 6,0 6,5
VEP 50,8 5,7 6,9
Ve 0,6 0,3 0,4

2 Valor calculado ° Valor Experimental ~ ° Variacdo

3.1.2.3 SINTESE DE 3-ETOXICARBONIL-5-METIL-5-METOXICARBONIL-4,5-
DIIDRO-ISOXAZOL (I-3a)

A reacéo foi iniciada empregando o metacrilato de metila em excesso (4:1) na

presenca de trietilamina, em sequéncia , adicionando lentamente o cloreto de

imidoila (26) de modo a formar o dipdlo, 6xido de carbetdxi-formonitrila (27), na
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presenca do dipolardéfilo. O sistema foi mantido a 27°C, sob constante agitagao, por
12 horas. Apos este periodo, realizou-se a analise por cromatografia gasosa e foi
observado o aparecimento de um pico predominante com tempo de retencdo 14,1
minutos (FIG 3.13), posterior ao material de partida.

O produto I-3a foi isolado por cromatografia em coluna utilizando hexano e
acetato de etila como eluente em uma proporgcao de 4:1, sendo obtido por volta de

1,3 g (78%) de um liquido oleoso amarelo.
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FIG 3.13 Cromatograma da sintese do composto | -3a

Inicialmente, a analise por espectrofotometria de IV (ver APENDICE FIG 6.11,
pagina: 107) evidenciou absorgcbes caracteristicas dos derivados isoxazolinicos

contendo éster conforme observado na tabela TAB 3.11 abaixo.

TAB 3.11 Principais absor¢des na regiao do IV do composto I-3a

ABSORCAO(cm™) ATRIBUICAO
1740 vibragao axial de C=0
1267 e 1201 vibragao axial assimétrica C-O
1132 e 1109 vibragao axial simétrica C-O
1597 vibragdo axial de C=N
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Seguindo o processo de identificagdo do composto foi realizada a analise de
ressonancia magnética nuclear de >C (APENDICE FIG 6.12, pagina: 108),
confirmando a formagdo do anel isoxazolinico (C3, C4 e C5). Os respectivos

deslocamentos quimicos foram alocados na TAB 3.12:

TAB 3.12 RMN "*C: Deslocamentos quimicos dos carbonos do composto |-3a

NN
6
/ ’ 4 N 19\12
(0]

5 C
171,1 C-10
160,0 C-6
151,0 C-3
88 4 C-5

62,1¢ 14,0 C8e C9
53,1 C-12
43,3 C-4
2336 C-13

A RMN 'H (ver APENDICE FIG 6.13, pagina: 109) apresentou sinais
relacionados a H4a e H4b como dois dupletos com sinais 63,00 e & 3,60,
respectivamente. Esta multiplicidade (H4) explica a auséncia do H5 nesta molécula,
pois em seu lugar ha uma metila originando um sinal em 6 1,55 relacionado a H13.
Os assinalamentos, 6 4.25 e 6 3,70, e as respectivas multiplicidades confirmam os
grupos metileno (H-8) e metila (H-12) ligados aos oxigénios dos substituintes ésteres
(TAB 3.13).
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TAB 3.13 RMN 'H: Assinalam

entos dos hidrogénios do composto I-3a

9

e, T
6

/ ’ 4 ° /10 1(1)\12

0 0
5 H  MULTIPLICIDADE INTEGRACAO J (Hz)
425 H8 q 2 *Jrg-Ho= 7,0
3,70 H12 s 3 -
3,60 H4a d 1 % Jrsa-tian= 18,0
3,00 H4b d 1 2 Jhiap-raa= 18,0
1,565 H13 s 3 -
1,25 H9 t 3 3Jhong=T7,0

Finalizando a caracterizagcdo do com

posto 1-3a foi realizada a EM (APENDICE

FIG 6.14, pagina: 110), na qual foi detectado um ion M+1, m/z= 216, pouco visivel

(<0,5%) similar ao encontrado para o composto (I-2a). O ion molecular (M+) de 215

nao foi observado. O pico base observado foi de m/z=43, bastante caracteristico em

ésteres e pode ser justificado pelo
(SILVERSTEIN,2000).

+e

-COOCH3
—_—

fragmento apresentado na FIG 3.14

Co

N/
X< .
o /) » H3C——=0
-~
O m/z=156 m/z= 43

FIG 3.14 Fragmento sugerido para o pico base do composto |-3a

A caracterizagdo do composto I-3a

foi concluida por Analise Elementar e o

resultado experimental foi obtido a partir da média de trés replicatas realizadas (TAB

3.14).
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TAB 3.14 Analise elementar de CHN do composto [-3a
9 2N_01
7

/ 3 5\1°_0
4 // 11\12
(0]
C9H13N05

VALOR C(%m/m) H(%m/im) N (% m/m)

vC? 50,2 6,0 6,5
VEP 50,5 58 7,0
Ve 0,3 0,2 0,5

Valor calculado ° Valor Experimental  ° Variagdo

3.1.2.4 SINTESE DE 3-ETOXICARBONIL-5-BROMOMETIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL
(I-4a).

A sintese teve inicio empregando um excesso de brometo de alila (4:1) na
presenca trietilamina, em sequéncia , adicionando lentamente o cloreto de imidoila,
de modo a formar o 6xido de carbetdxi-formonitrila (27), na presenga do dipolardfilo,
minimizando a formagao de dimeros. O sistema foi mantido a temperatura de 27 °C,
sob agitagao constante, por 18 horas. Apds este periodo, foi realizada a analise por
cromatografia gasosa e verificado um pico predominante com tempo de retengao
posterior ao material de partida, 14,4 minutos. (FIG 3.15).

O isolamento do produto foi conduzido por cromatografia em coluna
empregando uma mistura de hexano e acetato de etila (3:1) como eluente, sendo

obtido por volta de 1,3 g (72%) de um liquido oleoso levemente amarelado.
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FIG 3.15 Cromatograma da sintese do composto |-4a.

O processo de caracterizagao do composto |-4a foi iniciado utilizando a técnica
de IV (ver APENDICE FIG 6.15, pagina: 111). Foi observada presenga de absor¢des
caracteristicas em 1593 cm™, deformagdo axial C=N, em 1720 cm™, deformacdo
axial C=0, além das deformacgdes axiais provenientes da ligagdo C-O em 1260 e
1125 cm™. Uma vibracdo caracteristica da ligagdgo C-Br em 659 cm’™’
(SILVEIRSTEIN,2000) também foi observada e reportada na TAB 3.15 a seguir.

TAB 3.15 Principais absor¢des na regido do IV do composto I-4a

ABSORCAO(cm™) ATRIBUICAO
1720 vibragao axial de C=0
1260 vibragao axial assimétrica C-O
1125 vibragao axial simétrica C-O
1593 vibragdo axial de C=N
659 Vibragdao C-Br

A tabela a seguir (TAB 3.16) apresenta os resultados da analise por RMN *C
(ver APENDICE FIG 6.16, pagina: 112), com os respectivos assinalamentos de
carbono do composto |-4a. Nela observa-se os sinais de C3, C4 e C5em 6 151,3, &
38,4 e & 82,0 ppm, respectivamente, caracteristicos da formacdo do anel

isoxazolinico.
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TAB. 3.16 RMN: Assinalamentos de carbonos e hidrogénios do composto |-4a

9 N—0Q'
P 10
(0]
Posigdo 8 'H (J/Hz) § °C (ppm)

3 - 151,3
4a 3,35 (dd, 2Jaria= 18,1; *Jraars=7,1 Hz, 1H) 384

4b 3,20 (dd, 2Jpap-+aa= 18,1; >Jrup-ns=11,1 Hz, 1H)
5 5,10 (m, 1H) 82.0
6 - 160,4
8 4,35(q,3Jpg19= 7,0 Hz, 2H) 62,4
9 1,35(t,%°Jpg.ns= 7,0 Hz, 3H) 14,3

10a 3,55(dd, 2 Jn10a-H106=10,6; >Jn10a+5= 7,3 Hz, 1H)
32,7

10b 3,43(dd, “Jr106-110a= 10,6; >Jr106-H5= 4,0 Hz, 1H)

Os carbonos C-6 e C-8, foram associados aos sinais & 160,2 e 5 61,8 ppm,
respectivamente, devido a semelhangca desses valores aos relacionados com
carbonos que componhem gupamentos ésteres (SILVERSTEIN, 2000). Outro
assinalamento importante é & 32,8 ppm atribuido ao C10, caracteristico de carbono
metilénico ligado diretamente ao atomo de bromo (RODRIGUES, 2001; CAPACI,
2008). Este apresenta-se menos deslocado que o C-4 isoxazolinico, devido ao efeito
de blindagem exercido uma pela nuvem eletrénica do bromo.

Na mesma tabela (TAB 3.16) é reportad os sinais obitidos na RMN 'H (ver
APENDICE FIG 6.17, pagina: 113), a qual apresenta um duplo-dupleto na regido de
6 3,35 com constantes de acoplamento de 2JH4a-H4b= 18,1 e; 3JH4a-H5= 7,1 Hz. Um
outro duplo-dupleto foi detectado em & 3,20 com constantes de acoplamento de
2 Jrigotiaa= 18,1; 3Jpapts= 11,1 Hz. Ambos apresentaram integracdo de 1H. Logo,
foram atribuidos aos hidrogénios pré-quirais H4a e H4b do heterociclo. Foi

verificado um multipleto em & 5,10, associado ao H5 do anel.

64



Em & 3,55 e 8 3,43 foram detectados novamente dois duplos-dupletos, ambos
com valor de integracdo de 1H. Estes apresentaram constantes de acoplamento de
a) , “Ju1oa-t1oo= 10,6 € Jnr0ars= 7,3 Hz; b) “Jnroprr0a= 10,6 € *Jnroprs= 4,0 Hz;
respectivamente. Estas multiplicidades foram relacionadas aos hidrogénios H10a e
H10b, sugerindo que estes se encontravam em ambientes quimicos distintos devido
a conformacao preferencial admitida pelo bromo.

A analise de EM (ver APENDICE FIG 6.18, pagina: 114) apresentou um ion
molecular com m/z= 235 (58%) e um ion M+2 de igual intensidade , compativeis
com os valores e descricdo da literatura (SILVERSTEIN,2000). O pico base
observado foi de m/z=142 (M-93) e pode ser justificado pelo fragmento apresentado
na FIG 3.16.

m/z = 142

FIG 3.16 Fragmento sugerido para o pico base do composto |-4a

A analise elementar contribui para a verificagdo da pureza do composto |-4a,
quantificando o percentual de C, H, N pressentes no composto sintetizado. Na TAB
3.17, encontram-se os valor experimental que € resultado das média das trés

replicatas realizadas.

TAB 3.17 Analise elementar de CHN do composto I-4a

9 2 1

N—O
\8/(7)\6/3<)S\/Br
T e
o C,H,,BrNO,
VALOR C (% m/m) H (% m/m) N (% m/m)
vC? 35,7 4,2 6,0
VEP 36,2 4.1 6,4
Ve 0,5 0,1 0,4

2 Valor calculado ° Valor Experimental ~ © Variagéo
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3.1.2.5 SINTESE DE 3-ETOXICARBONIL-5-CIANO-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL (I-5a)

A formacgdo do composto |-5a foi relizada conforme descrito no item 2.33,
pagina: 29 e ao término de 15 horas de reagéo, foi observado através da analise por

CG um pico predominante com tempo de retencéo de 12,7 minutos (FIG 3.17).

detector frontal

Ee
a

I-5a — o
12,7 min

127

200

100

EREE AR NS

T T T
] 10 15 mirg

FIG 3.17 Cromatograma da sintese do composto |-5a

O produto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando hexano e
acetato de etila (4:1). Foi obtido 0,8 g (65%) de um liquido oleoso amarelo.

Utilizando a técnica de IV (ver APENDICE FIG 6.19, pagina: 115) foi iniciada a
caracterizagdo do composto |-5a. Em 2227 cm™ foi observada uma absorcéo de
intensidade fraca relacionada a vibragdo axial da ligagao tripla da nitrila. A tabela a

seguir (TAB 3.18) reporta as principais absor¢cdes encontradas.
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TAB 3.18 Principais absor¢des na regido do IV do composto |-5a

ABSORGAO(cm™) ATRIBUICAO
2227 vibragao da ligagdo C=N
1730 vibragao axial de C=0
1271 vibragao axial assimétrica C-O
1128 vibragao axial simétrica C-O
1606 vibragéo axial de C=N

A caracterizacdo por RMN *C (ver APENDICE FIG 6.20, pagina: 116) foi
realizada e os assinalamentos de carbono encontram-se a seguir (TAB 3.19).

TAB 3.19 RMN *C: Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos do composto I-5a

9 N—O
Ne0 ., s \s
/ : CN
o) 10
6 C
159,1 C-6
151,0 C-3
116,1 C-10
68,3 C-5
63,1 C-8
40,1 C-4
14,0 C-9

O assinalamento em & 116,1 foi relacionado a C-10 devido a semelhanga com
carbono constituinte de nitrila, conforme previsto na literatura (SILVERSTEIN, 2000).
Os demais sinais de carbono, ja foram discutidos em produtos anteriores (I-1a, 2a,3a
e 4a).

Em seguida foi realizada a ressonancia magnética nuclear 'H (ver APENDICE
FIG 6.21, pagina: 117), e os assinalamentos dos hidrogénios, ja discutidos
anteriormente, foram reportados na TAB 3.20 abaixo.
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TAB 3.20 RMN 'H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto I-5a

9 N—0
N8 o, 3/ 5
7 CN
// 4 10
(0]
S H  MULTIPLICIDADE INTEGRAGAO J (Hz)
541 H5 dd 1 SJnstiaa= 10,9: 3Uuspan= 7,3
434 HS8 q 2 3Jng-ro=7,0
3,65 H4a dd 1 2 Jnaatian=17.8: *Jusars= 7,3
3,61 H4ab dd 1 2 Juappiaa= 17.8: >Juapps= 10,9
1,39 H9 t 3 3 Jo-ne= 7,0

O espectro de massa (ver APENDICE FIG 6.22, pagina: 118) apresentou um
pico base com m/z=123 (M-45) que pode ser justificado pelo fragmento apresentado
na FIG 3.18. O ion molecular (M*) com m/z=168 apresentou-se discreto (<1%).

W —0

/,/f\)\
otE= CM
miz=123
FIG 3.18 Fragmento sugerido para o pico base do composto I-5a
De forma conclusiva para a caracterizagdo do composto I-5a foi realizada a

analise elementar, obtendo o valor experimental da porcentagem dos atomos de C,

H, N préximo ao valor calculado, conforme demonstrado na TAB 3.21.
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TAB 3.21 Analise elementar de CHN do composto I-5a
9 2 1
o

\8/(73 6 3 7 5
0 10 C,HgN,O4
VALOR C (% m/m) H (% m/m) N (% m/m)
VC? 50,0 4.8 16,7
VEP 50,3 4,5 17,1
Ve 0,3 0,3 0,4

2 Valor calculado ° Valor Experimental ~ ° Variagdo

3.1.2.6 SINTESE DE 3-ETOXICARBONIL-5-HIDROXIMETIL-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL
(I-6a)

A sintese do produto I-6a foi realizada por reacao de ciclo-adicao do 6xido de
carbetoxi-formonitrila (dipolo) ao alcool alilico (dipolaréfilo) em excesso (5:1), a 25
°C, com agitagéo constante e durante 18 horas. Aproximadamente 1g (73%) de um
liquido oleoso amarelo foi obtido apds purificacdo por cromatografia em coluna
utilizando-se hexano e acetato de etila como eluente na proporcao de 3:1. Um pico

com tempo de retengao de 13,9 minutos foi observado na analise por CG (FIG 3.19).

detectar frantal

pA

12.901

l-6a R
13,9 min
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FIG 3.19 Cromatograma da sintese do composto | -6a

A TAB 3.22 abaixo reporta as principais absorcbées no espectro IV (ver

APENDICE FIG 6.23, pagina: 119) do composto |-6a, iniciando o processo de
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caracterizagado. Observa-se em 3416 cm™ uma banda larga associada a vibracéo da

ligacao O—H caracteristica de alcoois. As demais absorgdes observadas sdo comuns

aos compostos discutidos anteriormente.

TAB 3.22 Principais absorgdes na regiao do IV do composto |-6a

ABSORGAO(cm™) ATRIBUIGAO
3416 vibracao da ligagao O-H
1722 vibracao axial de C=0
1257 vibracao axial assimétrica C-O
1130 vibragao axial simétrica C-O
1593 vibragao axial de C=N

As analises de RMN *C (ver APENDICE FIG 6.24, pagina: 120) e RMN 'H

(ver APENDICE FIG 6.25, pagina: 121) deste composto foram realizadas e os
assinalamentos alocados na TAB 3.23:

TAB. 3.23 RMN : Assinalamentos de carbonos e hidrogénios do composto |-6a

9 2N—O1
wgw?ﬁ
/ . 10
O
'osigdo 8 'H (J/ Hz) 5 1°C (ppm)
3 - 152,1
4a 3,24 (dd, 2nariapr=17,7; Jraans= 11,2 Hz, 1H)
4b 3,16 (dd, *Jnap+4a= 17,7; 2Jrap-rs= 8,3 Hz, 1H) 35,0
5 4,92 (m, 1H) 84,0
6 - 160,5
8 4,35(q,Jusne= 7,1 Hz, 2H) 62,2
9 1,36(t,°Jro-He= 7,1 Hz, 3H) 14,1
10a 3,86(dd, 2Juroar1on= 12,3; 3J10a-05=3,0 Hz, 1H) 632
10b 3,64(dd, 2Ju1ob-H10a= 12,3; 3Jn1op45= 4,5 Hz, 1H) ’
11 2,14 (simpleto largo, 1H) -

70



Foram observadas, conforme os compostos anteriores, os assinalamentos dos
carbonos do heterociclo (C-3, C-4 e C-5) e do grupo éster (C-6, C-8 e C-9). O C-10,
carbono do substituinte alcool metilico na posicao 5 do anel, apresenta 6 63,2
caracteristico de carbono ligado a oxigénio (SILVERSTEIN 2000).

Na analise de RMN 1H, foi observado um duplo-dupleto em 6 3,86 com
constantes de acoplamento 2JH10a-H10b= 12,3; 3JH103-H5= 3,0 Hz e outro em 6 3,64
com 2Jriop-H10a= 12,3; 3Jn1op+s= 4,5 Hz. Ambos apresentaram integracdo de 1H.
Estas multiplicidades foram relacionadas aos hidrogénios H10a e H10b, sugerindo
que estes se encontravam em ambientes quimicos distintos proporcionado pela
formacao de um sistema rigido (TAB 3.23).

O grafico a seguir (FIG 3.20 ) reporta o experimento com aumento gradativo de
temperatura realizado em RMN "H. Foi observado que o H11 é deslocado para a
direita, a medida que a temperatura aumenta, comprovando que a hidroxila nao se
apresenta na forma livre neste composto e sim em um sistema rigido onde

provavelmente ocorre a ligagdo do hidrogénio H11 (hidroxila) com o oxigénio do

heterociclo.
80 -
.
é \jE\‘K
=
40
E \‘K‘
o
= 25
= 20
L
—
U T T T 1
1,93 1,97 2,02 207 2,14
DESLOCAMENTO QUIMICO {ppm)

FIG 3.20 Deslocamento quimico de H11 com variacao de temperatura
Continuando o processo de caracterizagdao do composto |-6a foi realizada a

EM (ver APENDICE FIG 6.26, pagina: 122), no qual foi observado o ion molecular

(173), coerente com o peso molecular do composto. O fragmento com m/z = 70,
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referente ao pico base, demonstrado na (FIG 3.21), pode ser justificado, de modo
semelhante ao processo de fragmentacdo apresentado na FIG 3.12 para o

composto I-2a.

N—O"
U
m/z=70

FIG 3.21 Fragmento sugerido para o pico base do composto |-6a

A andlise elementar de C, H e N é apresentada na TAB 3.24 e o valor

experimental obtido é a média da triplicata realizada.

TAB 3.24 Analise elementar de CHN do composto I-6a

9 ’N—0'
\8/9\6/34)5\/91“
é/ 4 " c,H,NO,

VALOR C(%mim) H(%m/m) N (%m/m)
vVC? 48,5 6,4 8,1
VEP 48,7 6,3 8,4

Ve 0,2 0,1 0,3

2 Valor calculado ° Valor Experimental ~ © Variagdo

Os seis compostos obtidos na série | possuem pelo menos um radical éster
que pode ser facilmente substituido alterando a fungéo organica e caracteristicas do

composto. A série Il a seguir trata da funcionalizagao dos grupos ésteres.
3. 1.3 FUNCIONALIZACAO DOS GRUPOS ESTERES - SERIE ||

A série Il foi conduzida empregando duas 4,5-diidro-isoxazéis formadas na
série | (I-1a e I-2a), onde, os radicais ésteres presentes no heterociclo foram
funcionalizados e convertidos a hidrazidas e acidos hidroxamicos por meio da
reagdo com hidrazina (SZARVASI, 1973) e hidroxilamina (OLLIS, 1975).

respectivamente. Esta série foi planejada partindo do preceito que hidrazidas e
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acidos hidroxamicos constituem importantes grupamentos para a atividade biolégica
(SAHIN,2003).

A molécula da isoniazida é um exemplo bastante conhecido da importancia do
radical hidrazida como grupo farmacoférico. Ela age se ligando covalentemente a
parte do sitio ativo da enzima enoil-ACP redutase (ENR) inativando-a e
consequentemente inibindo a sintese de &acidos graxos constituintes da parede
celular micobacteriana, no caso do micobacterium tuberculosis. (SANDY, 2002).

O acido hidroxamico, recentemente, vem sendo pesquisado como inibidor da
biosintese do Lipidio A, componente da membrana externa de bactérias Gram-
negativas, necessario para o crescimento bacteriano (RAETZ, 1996; PIRRUNG,
2003).

A seguir serdo abordadas individualmente as sinteses e caracterizagdes dos
derivados da série Il. Entretanto, nao foi possivel a caracterizacdo desses

compostos por EM por ndo possuirem solubilidade em solvente apropriado.

3.1.3.1 SINTESE DO 5-FENIL-3-CARBOIDRAZIDA-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL (lI-1b)

A sintese do composto seguiu o procedimento descrito no item 2.3.4 pagina 38,
no qual 0,110 g (0,5 mmol) da isoxazolina de partida, I-1a, foi tratada com excesso
de hidrato de hidrazina (1 mmol) e mantido sob refluxo a 90 °C por 24h. A reacéo foi
monitorada por CG, onde foi verificado o consumo total do composto de origem. A
purificacdo do produto foi realizada por recristalizagdo com agua quente, onde foi
obtido cerca de 0,04 g (37 %) de um produto sélido, branco com P.F entre 113-115
°C.

A caracterizagdo foi iniciada pela analise de FT-IR (ver APENDICE FIG 6.27,
pagina: 123). As principais bandas obtidas encontram-se assinaladas na tabela a
seguir (TAB 3.25).

Foram observadas as absorc¢des caracteristicas do heterociclo, em 1601 cm'1,
vibragdo axial de C=N, e em 1273 cm™, vibragdo axial da ligacao C-O, (DESAI,
2007). A vibracao axial do grupo C=0 ocorreu em freqtiéncia mais baixa, em torno
de 1661 cm™, quando comparado com o derivado isoxazolinico de partida (I-1a), que
caiu por volta de 1720 cm™. Isso se deve ao fato deste grupamento agora estar

ligado a um atomo menos eletronegativo que a substancia de origem, aumentando
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assim, o comprimento dessa ligagao (SILVERSTEIN, 2000). As bandas em 3356 cm”
'e 3302 cm” sao caracteristicas das deformacdes axiais das ligagdes N-H, do
grupamento hidrazida (KUMAR, 2009).

TAB 3.25 Principais absorg¢des na regiao do 1V do composto II-1b

ABSORGAO(cm™) ATRIBUICAO
3356 e 3302 deformacéao axial de N-H
1661 deformacéo axial de C=0
1601 deformacéo axial de C=N
1273 deformacao axial C-O

Através da RMN *C (ver APENDICE FIG 6.28, pagina: 124) foi possivel
evidenciar a permanéncia dos carbonos isoxazolinicos C-3, C-4 e C-5 em & 159,6;
41,9 e 83,2 (CURRAN, 1997; PIRRUNG, 2002) e a auséncia dos carbonos
referentes ao material de partida (I-1a) C-8 e C-9 em & 61,8 e 14,1, respectivamente.

Na tabela TAB 3.26 encontram-se os demais sinais obtidos.

TAB 3.26 RMN "C: Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos do composto II-1b

7 2N—O1

& c
159,0 C-6
153,4 C-3
140,6 C-10
129,2 C-12 e C-14
128,8 C-11e C-15
126,6 C-13
83,2 C-5
41,9 C-4
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Conforme apresentado na tabela a seguir (TAB 3.27), através da RMN 'H (ver
APENDICE FIG 6.29, pagina 125), foram identificados os hidrogénios isoxazolinicos
H-4a, H-4b e H-5 foram identificados em & 3,66 (dd, “Jusa-tir= 17,8; *Jpsaris= 11,6,
1H), & 3,56 (dd, 2Jrsarian= 17,8; >Jraa-rs= 8,9, 1H) e & 5,71 (m, 1H), respectivamente.
Em 6 9,85 e & 4,52 foram observados dois simpletos largos caracteristicos dos
hidrogénios H-7 (1H) e H-8 (2H).

TAB.3.27 RMN 'H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto II-1b

7 2N—O1

B H MULTIPLICIDADE INTEGRACAO J (Hz)
9,85 H-7 s 1 -
7,35 H11-15 m 5 -
4,52 H-8 s 2 -
5,71 H5 m 1
3,66 H4a dd 1 2 Jrisariar=17.8; 3Jraans= 11,6
3,14  H4b dd 1 2 Jriap-raa= 17.8; 3Jrap-Hs= 8,9

Finalizando a caracterizagdo do composto Il-1b foi realizada a Analise
Elementar de CHN. O valor experimental adquirido a partir da média das trés
replicatas realizadas encontra-se na TAB 3.28, assim como, o valor calculado e a

diferenca ente eles.

TAB 3.28 Analise elementar de CHN do composto Il-1b

7 2N—O1

13

15 14 C1DH11N302

VALOR C(%mim) H(%m/m) N (%m/m)

\Ye 58,5 5,4 20,5
VEP 58,4 5.4 19,9
Ve 0,1 0,0 0,6

Valor calculado ° Valor Experimental ~ ° Variagdo
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3.1.3.2 SINTESE DO 3,5-DICARBOIDRAZIDA-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL (II-2b)

A sintese do composto foi conduzida conforme descrito no item 2.3.4 pagina
38, no qual a isoxazolina de partida, I-2a, foi tratada com hidrato de hidrazina em
excesso. A reacdo foi monitorada por CG, onde foi verificado, apds 24h de reacao
sob refluxo a 90 °C por 24h., o desaparecimento do pico referente ao material de
partida. A purificagdo do produto foi realizada por recristalizagdo com agua destilada,
e desse modo, obtido cerca de 0,03 g (28 %) de um produto sdélido, branco com P.F
entre 150-153 °C.

A caracterizagdo do produto formado foi iniciada por analise de IV (ver
APENDICE FIG 6.30, pagina 126), no qual foi possivel evidenciar a presenca do
anel isoxazolinico por meio das absorcdes em 1601 cm™ e 1279 cm™ provenientes
das ligacbes de C=N e C-O do heterociclo, respectivamente (DESAI, 2007). As
ligacbes C=0O e N-H, referentes ao grupamento carboidrazida, apresentaram
absorcbes caracteristicas em: 1674 e 3329-3279 cm™, respectivamente, conforme
descrito na TAB 3.29.

TAB 3.29 Principais absorg¢des na regiao do IV do composto II-2b

ABSORGAO(cm™) ATRIBUICAO
3329 e 3279 deformacédo axial de N-H
1674 deformacéao axial de C=0
1601 deformacéo axial de C=N
1279 deformacéo axial C-O

Em continuidade a caracterizacdo do composto sintetizado foi realizada a RMN
3C (ver APENDICE FIG 6.31, pagina: 127). A presenca do anel isoxazolinico foi
evidenciada através dos sinais em & 153,3; 38,1 e 79,1, referentes aos carbonos C-
3, C-4 e C-5, respectivamente (CURRAN, 1997; PIRRUNG, 2002). Os carbonos, C-6
e C-10, sao caracteristicos de grupamentos carbonila sendo C-6 o mais blindado ja
que apresenta-se conjugado com C=N do anel heterociclo (SILVERSTEIN, 2000). A

TAB 3.30 abaixo reporta os valores comentados.
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TAB 3.30 RMN "°C: Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos do composto II-2b

7 2N—O! 11
H2N/NH7;/<)\10{NH\NH2
8 3 5 \ 12
4
(@] (0]

o C
167,8 C-10
158,5 C-6
153,3 C-3
79,1 C-5
38,1 C-4

Em seguida foi realizada a RMN "H (ver APENDICE FIG 6.32, pagina: 128),
onde foram observados os hidrogénios isoxazolinicos (TAB 3.31) H-4a, H-4b e H-5
detectados em & 3,41 (CJnsariar = 17,6; >Jraars = 11,5 Hz), & 3,30 (PJnap-taa = 17,6;
3haprs = 7,4 Hz) € & 4,91 (Chsria =11,5; 2Jnsran = 7,4 Hz), respectivamente. Em §
9,78 e 6 9,52 foram observados dois simpletos com aspecto distinto, um largo e o
outro alongado, relacionados aos hidrogénios, H11 e H7. Da mesma forma, dois
simpletos seguidos e distintos foram observados em 6 4,50 e & 4,31 e associados
aos hidrogénios, H12 e H8. Este alargamento de sinal péde ser atribuido a
facilidade de troca destes hidrogénios. Entretanto, no caso do hidrogénio ligado ao
nitrogénio estavam sujeitos também ao desacoplamento parcial ou total pelos efeitos
do quadrupolo elétrico (SILVERSTEIN, 2000).
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TAB 3.31 RMN 'H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto 1-2b

7 2N—0' 11
HzN/NH\G/<)\1°/NH\NHz
8 3 5 12
é/ ; \3)
& H MULTIPLICIDADE INTEGRAGCAO J (Hz)
9,78 H11 s (largo) 1 -
9,52 H7 s 1 -
498 H5 dd 1 3 nstaa= 11,5, 3nspian= 7,4
438 Hs8 s 2 -
4,50 H12 s (largo) 2 -
3,41 H4a dd 1 2 Jrga-tian= 17,6, *Jrsars= 11,5
3.30 H4b dd 1 2 Jrgatian=17.8; *Jrsars= 7,4

A Analise Elementar de CHN foi realizada finalizando a caracterizagdo do
composto II-2b. Foram obtidos os percentuais de C, H e N presentes no composto
sintetizado. Na TAB 3.32, encontram-se os valores experimentais resultados da

média das trés replicatas realizadas.

TAB 3.32 Analise elementar de CHN do composto 1I-2b
7 2N—O' 11

H2N/NH6 / 10 NA-\H,
Y R
o) 4 0 CsHoN5O4

VALOR C (% m/m) H (% m/m) N (% m/m)

VC? 32,1 4,8 37,4
VEP 32,2 4.9 35,9
Ve 0,1 0,1 1,5

Valor calculado ° Valor Experimental ~ ° Variacdo

3.1.3.3 SINTESE DO ACIDO 5-FENIL-3-CARBOXI-HIDROXAMICO-4,5-DIIDRO-
ISOXAZOL (ll-1c)

A sintese deste composto foi realizada de acordo com o procedimento relatado
no item 2.3.4 pagina 38, no qual inicialmente o cloridrato de hidroxilamina foi tratado

com hidréxido de potassio, o cloreto de potassio gerado foi retirado do meio por
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filtracdo e a hidroxilamina presente na solugao foi adicionada a 0,8 mmol (0,175 g)
do derivado I-1a sintetizado na série |. Este sistema foi mantido a 70 °C por 24h. Em
sequiéncia, foi realizado o monitoramento por CG, onde foi verificado o total
consumo do composto de origem. A purificacdo do produto foi realizada por
recristalizacao com agua quente, onde foi obtido 0,06 g (36 %) de um sdlido branco
com P.F entre 161-163 °C.

A caracterizacdo foi iniciada pela anéalise de IV (ver APENDICE FIG 6.33,
pagina: 129). As principais bandas obtidas encontram-se assinaladas na tabela a
seguir (TAB 3.33).

TAB 3.33 Principais absorg¢des na regiao do IV do composto lI-1c

ABSORGAO(cm™) ATRIBUICAO
3174 vibracao da ligagao O-H
1654 vibracao axial de C=0
1593 vibragao axial de C=N
1285 vibragao axial C-O
1053 deformacéao angular simétrica de N-H

A presenca do anel isoxazolinico péde ser evidenciada através das absor¢cdes
em 1593 cm™ e 1285 cm™ caracteristicas da vibracado axial de C=N e da vibragao
axial da ligagao C-O, respectivamente, do heterociclo (DESAI, 2007). Em torno de
1053 cm™ foi evidenciada a vibragdo de deformagao angular simétrica fora do plano
de N-H, no entanto, pela literatura um grupamento amida normal apresentaria
absorgao na faixa de 800 a 666 cm™. Este fato foi atribuido ao menor comprimento
da ligagdo N-H, uma vez que este nitrogénio encontra-se ligado diretamente ao
atomo de oxigénio. A vibragdo axial do grupo C=0 ocorreu em frequéncia mais
baixa, em torno de 1653 cm™', quando comparado com o derivado isoxazolinico de
partida (I-1a), que caiu por volta de 1720 cm™. Isso se deve ao fato deste
grupamento agora estar ligado a um atomo menos eletronegativo que a substancia
de origem, aumentando assim, o comprimento dessa ligagdo. A banda larga e
intensa em 3174 cm™ foi relacionada a deformagao axial simétrica da ligacdo do O—
H (SILVERSTEIN, 2000).
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Através da analise de RMN *C (ver APENDICE FIG 6.34, pagina: 130) foram
observados os sinais pertinentes aos carbonos C-3, C-4 e C-5 do heterociclo, os
quais foram associados a & 152,5; 41,5 e 82,5, respectivamente (CURRAN, 1997;
PIRRUNG, 2002), demonstrando que o anel do heterociclo permaneceu intacto
mesmo submetido a temperatura de 70 °C. O carbono C-6 apresentou-se com o
156,5 inferior ao derivado de partida que teve 6 160,2, o que foi considerado
coerente, pois tratava-se de um carbono mais desblindado por estar ligado a dois

atomos de oxigénio. Os demais & obtidos encontram-se na a seguir (TAB 3.34).

TAB 3.34 RMN *C: Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos do composto Il-1c

S Cc
156,5 C-6
152,5 C-3
140,0 C-10
128,6 C-11e C-15
128,3 C-12e C-14
126,1 C-13
82,5 C-5
41,5 C-4

A andlise de RMN 'H (ver APENDICE FIG 6.35, pagina: 131) foi realizada
posteriormente, sendo os hidrogénios isoxazolinicos H-4a, H-4b e H-5 detectados
em & 3,66 (*Jnsa-tap = 17,8; *Jraans = 11,6 Hz), 8 3,14 (Cduap-raa = 17.8; >Jraprs = 8.9
Hz) e § 5,70 (CJns.aa =11,6; *Jns.ap = 8,9 Hz), respectivamente. A conversado a acido
hidroxamico foi evidenciada pelos simpletos largos em & 9,26 e 6,57, no qual foram

atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-7, respectivamente (TAB 3.35).
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TAB 3.35 RMN 'H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto lI-1¢

7 2N—O1

8 H MULTIPLICIDADE INTEGRACAO J (Hz)
9,26 H-7 s 1 -
7,36 H11-15 5 -
6,57 H-8 s 1 -
5,70 H5 dd 1 8 nisraa= 8,9; SJpstap= 11,6
3,66 H4a dd 1 2 Jrisatian=17,8; 3Jnsaris= 8,9
3,14 H4b dd 1 2Jriap-t4a= 17,8, *Jrgp-ris= 11,6

Finalizando a caracterizacao, através da mensuracao da pureza do composto
lI-1c foi realizada a analise elementar de C, H e N e o valor experimental adquirido a
partir da média das trés replicatas realizadas encontra-se dispostos na TAB 3.36,

assim como, o valor calculado e a diferenga entre eles.

TAB 3.36 Analise elementar de CHN do composto II-1c
2N—O1
7

5 14 C1OH1ON203

VALOR C (% m/m) H (% m/m) N (% m/m)

VC? 58,2 4.9 13,6
VEP 56,7 4,9 13,4
Ve 1,5 0,0 0,2

2 Valor calculado ° Valor Experimental ¢ Variagdo
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3.1.3.4 SINTESE DO ACIDO 3,5-CARBOXI-HIDROXAMICO-4,5-DIIDRO-ISOXAZOL
(I-2c)

A sintese deste composto foi realizada de acordo com o item 2.3.4 pagina 38.
Decorrido as 24 horas de reacao sob refluxo a 70 °C foi verificado por CG o total
desaparecimento do pico referente ao derivado isoxazolinico de partida (I-2a). O
material foi purificado por recristalizacao, utilizando agua destilada como solvente,
onde foi obtido 0,04 g (25 %) de produto solido, branco com ponto de fusdo entre
137-142 °C.

A caracterizacdo do produto formado foi iniciada por IV (ver APENDICE FIG
6.36, pagina: 132), no qual foi possivel evidenciar a presenga do anel isoxazolinico
por meio das absorgdes em 1591 cm™ e 1267 cm™' provenientes das ligacbes de
C=N e C-O do heterociclo, respectivamente (DESAI, 2007). As ligacdes referentes
ao acido hidroxamico: C=0, N-H e O-H, foram constatadas através das bandas de
absorgao em: 1639, 1006, 3183 cm™ e respectivamente (TAB 3.37).

TAB 3.37 Principais absorgdes na regiao do IV do composto |I-2¢

ABSORGAO(cm™) ATRIBUICAO
3183 vibracéo da ligagao O-H
1639 vibragao axial de C=0
1591 vibragao axial de C=N
1267 vibragao axial C-0O
1006 deformacéao angular simétrica de N-H

Em continuidade a caracterizagao do composto sintetizado foi realizada a
RMN "C (ver APENDICE FIG 6.37, pagina: 133). A presenca do anel isoxazolinico
foi evidenciada através dos sinais em d 152,7; 37,6 e 77,9, referentes aos carbonos
C-3, C-4 e C-5, respectivamente (CURRAN, 1997; PIRRUNG, 2002). Os demais
deslocamentos quimicos obtidos encontram-se descrito na tabela a seguir (TAB
3.38).
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TAB 3.38 RMN "°C: Deslocamentos quimicos (8) dos carbonos do composto 11-2¢

7 2N—O' 1
Ho—NH ¢ / 10 NH_ o,
D

o} o)

) C
165,0 C-10
156,5 C-6
152,7 C-3
77,9 C-5
37,6 C-4

Posteriormente foi realizada a RMN 'H (ver APENDICE FIG 6.38, pagina:
134), no qual foi possivel detectar os hidrogénios isoxazolinicos (TAB 3.39) H-4a, H-
4b e H-5 em & 3,41 (Cdrsatian = 17,8; Jrsaris = 11,5 Hz), § 3,14 Cdraptiaa= 17,8; >Jrap-
H5= 7,8 Hz) € 8 4,91 (PJus.taa =11,5; *Jus.ap = 7,8 Hz), respectivamente. Contrario do
previsto neste composto foi observado somente um simpleto largo em 6 8,39, no
entanto apresentou integragdo 4H, sendo relacionado a todos os hidrogénios
hidroxamicos da molécula H7, H8, H11 e H12. Este alargamento de sinal pdde ser
atribuido a facilidade de troca destes hidrogénios. Entretanto, no caso do hidrogénio
ligado ao nitrogénio estavam sujeitos também ao desacoplamento parcial ou total
pelos efeitos do quadrupolo elétrico (SILVERSTEIN, 2000).

TAB. 3.39 RMN "H: Assinalamentos dos hidrogénios do composto II-2¢

7 2N—OQ' 1
Ho— e / 10 NH-on
A
O O
F H MULTIPLICIDADE INTEGRAGCAO J (Hz)
8,39 H(7,8,11,12) s (largo) 4 i
4,91 H5 dd 1 3 nstaa= 11,5: >Jusriap= 7,8
3,41 H4a dd 1 2 Jaarian=17,8; >Jraars= 11,5
3.35 H4b dd 1 2 aarian=17.8: 3Jnsans= 7.8
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Finalizando a caracterizagdo do composto Il-2c foi realizada a analise
elementar de C, H e N, porém nao foi possivel a realizagdo do EM, devido a dificil
solubilizagcdo da substancia em solvente apropriado. Na tabela a seguir (TAB 3.40)
encontram-se os resultados obtidos através desta técnica, assim como, o valor

calculado e a diferenca entre eles.

TAB 3.40 Analise elementar de CHN do composto 1I-2C

7 2N—O' 11
Ho— 6 / 10, Ni-on
Y S
(0] O CsH7N305

VALOR C (% m/m) H (% m/m) N (% m/m)

VC? 31,7 37 222
VEP 30,7 3,6 21,5
Ve 1,0 0,1 0,7

2 Valor calculado ° Valor Experimental ~ ° Variagéo

3.2 TESTE DA ATIVIDADE BIOLOGICA

As 4,5-diidro-isoxazdis sintetizadas tiveram a sua atividade antimicrobiana
avaliada através do bioensaio em microplacas. A avaliagdo da bioatividade foi
conduzida de acordo como procedimento descrito (capitulo 2, item 2.5) e a escolha
das bactérias se deu dentro de dois parametros principais: quanto a coloracao de
Gram e a viruléncia. Gram positiva: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Gram
negativas: Kilebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853) e Escherichia coli (ATCC 25922). Com relacdo a capacidade
patogénica, estas bactérias estdo entre as principais responsaveis por infeccoes
hospitalares e produzem enzimas, entre elas as p-lactamases, que conferem
resisténcia a penicilina e a outros antimicrobianos. (ESMERINO, 2003; SOUZA,
2005; NOGUEIRA 2009).
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3.2.1 BIOENSAIO EM MICROPLACAS PELO METODO COLORIMETRICO

Na Tabela abaixo (TAB 3.41) foram reportados os nome e a posi¢gao na placa

das amostras avaliadas pelo método colorimétrico.

TAB 3.41 Posi¢cao das amostras avaliadas pelo método colorimétrico.

Coluna Amostras
1 3-etoxicarbonil-5-fenil-4,5-diidro-isoxazol (I-1a)
2 3,5-dietoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazol (I-2a)
3 3-etoxicarbonil-5-metil-5-metoxicarbonil-4,5-diidro-isoxazol (I-3a)
4 3-etoxicarbonil-5-bromometil-4,5-diidro-isoxazol (I-4a)
5 3-etoxicarbonil-5-ciano-4,5-diidro-isoxazol (I-5a)
6 3-etoxicarbonil-5-hidroximetil-4,5-diidro-isoxazol (I-6a)
7 3-carboidrazida-5-fenil -4,5-diidro-isoxazol (lI-1b)
8 3,5-dicarboidrazida-4,5-diidro-isoxazol (lI-2b)
9 acido 3-carbéxi-hidroxamico-5-fenil-4,5-diidro-isoxazol (lI-1c)
10 acido 3,5-dicarbéxi-hidroxamico-4,5-diidro-isoxazol (lI-2c)

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada através de método
colorimétrico em microplacas (Eloff, 1998; Langfield, 2004). As amostras foram
diluidas até atingir concentragéao inicial de 500 ug /mL no pogo A da coluna 1 a 10,
sendo feita a diluicdo seriada verticalmente na microplaca em 250, 125, 62,5, 31,2,

15,6, 7,8 e 3,9 ug /mL, respectivamente, Adicionou-se 5uL da cultura dos

microorganismos (5x104 CFU/mL) em cada pogo, e as microplacas foram incubadas
a 37°C por 24 horas (NCCLS, 2003). O controle positivo foi realizado na coluna 11
utilizando-se o antibiético Cloranfenicol (Sigma), o qual foi adicionado no pogo 11A
na mesma concentragao inicial das amostras e diluido em série. A coluna 12 foi
dividida para realizagdo dos controles de solvente, esterilidade e negativo, utilizando
DMSO inicialmente a 20% (12A, 12B e 12C), meio de cultura Mueller Hinton Broth
(12D e 12E) e meio de cultura juntamente com o microorganismo testado (12F),
respectivamente. A FIG 3.22 demonstra o esquema de organizagdo das amostras na

microplaca.
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FIG 3.22 Esquema de utilizacdo da microplaca.

Na dultima etapa do teste é realizada a revelacdo das microplacas. Foi
adicionado 20uL do revelador p-iodonitrotetrazolium (Sigma) em cada um dos pogos
das quatro microplacaplacas e incubado a 37°C por 2 h. O CIM foi determinado
como a menor concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento dos
microorganismos. Abaixo € reportato o bioensaio em microplaca pelo método
colorimétrico para a Pseudomonas aeruginosa (FIG 3.23). Observa-se facilmente

onde houve crescimento bacteriano devido a presencga da coloracao rosa.

1 2B
A ~
B &
€ PN, ~ 0 “
D )
E )

: '@ @v@@»

FIG 3.23 Bioatividade frente a Pseudomonas aeruginosas.
Foi realizada a leitura das microplacas a fim de determinar a concentragao

minima inibitéria dos compostos avaliados e os valores foram alocados na TAB
3.42.
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TAB 3.42 CIM (ug /mL) das amostras avaliadas.

Amostras | E.coli S.aureus P.aeruginosa | K.pneumoniae
I-1a 250 500 500 N
[-2a 500 N 500 N
[-3a 500 500 500 500
I-4a 500 500 500 500
[-5a 500 500 N 500
I-6a 500 N 500 500
[I-1b 250 N 500 500
[1-2b 250 500 500 500
lI-1c 125 500 125 250
lI-2c 125 500 250 250
Antibiotico | 4 8 8 8

A eficacia das substancias esta relacionada com a concentragcido inibitéria
minima (CIM), de forma que quanto menor a CIM mais potente é a substancia.
Nenhum composto inibiu o crescimento da bactéria Gram positiva (S. aureus) em
CIM menores que 500 pg /mL. Os compostos contendo o grupamento hidroxamico
(II-1c e lI-2c) apresentaram os melhores resultados dentre as amostras estudadas

frente bactérias Gram-negativas. A substancia Il-1c apresentou melhor desempenho

* N — sem inibigdo na concentragao testada.

(CIM = 125 pg /mL) para E.coli e P. aeruginosa
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4 CONCLUSAO

Foram sintetizados 6 (seis) derivados 4,5-diidro-isoxazois, através da ciclo-
adi¢ao 1,3-dipolar entre o dipolo especifico gerado a partir do aminoacido glicina, o
oxido de carbetédxi-formonitrila e seis diferentes dipolardéfilos (estireno, acrilato de
etila, metacrilato de metila, brometo de alila, acrilonitrila e alcool alilico) — série I, no
qual apresentaram rendimentos em torno de 70 %.

Os derivados isoxazolinicos sintetizados na série | apresentaram o grupamento
éster da posicéo 3 do heterociclo e dois desses (I-1a e I-2a) foram convertidos a
carbohidrazidas e acidos hidroxamicos, pelo tratamento com hidrato de hidrazina e
hidroxilamina, respectivamente gerando outros quatro derivados (série IlI), com
rendimentos entre 25 a 35 %

Todos os compostos apresentaram a mesma regiosseletividade, onde o
oxigénio do dipolo fez uma ligacdo com o carbono mais substituido do dipolardéfilo
produzindo o hetericiclo substituido nas posicoes 3 e 5. Essa regioquimica foi
confirmada pelo estudo da multiplicidade e do deslocamento quimico do C-5 através
da técnica DEPT.

Dentre os derivados heterociclicos sintetizados trés apresentaram a sua
estrutura quimica inédita (Série II: 1I-2b, II-1c, 1l-2¢), visto que n&o foram encontradas
na literatura pesquisada.

Os dez derivados isoxazolinicos tiveram a sua bioatividade investigada in vitro
contra as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
Pneumoneae e Staphylococcus aureus. Os compostos da série | ndo apresentaram
atividade nas concentracdes avaliadas exceto o composto 3-etoxicarbonil-4,5-diidro-
isoxazol-5-fenil (I-1a) com uma concentragao inibitéria minima (CIM) igual a 250
pug/mL. Os melhores resultados do teste de atividade bioldgica foram para os
compostos da série Il, especialmente para os compostos Acido 5-fenil-3-carbdxi-
hidroxamico-4,5-diidro-isoxazol (ll-1c) e Acido 3,5-dicarbodxi-hidroxamico-4,5-diidro-
isoxazol (ll-2c), que apresentaram a CIM frente a cepa padrao de Escherichia coli
igual a 125 ug/mL. Nenhum dos compostos sintetizados inibiu o crescimento da
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus em concentragdes inferiores a 500

Mg/mL.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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