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RESUMO

O método mais usado para sintese de novos farmacos € a modificacdo molecular. Esse método
consiste em tomar uma substincia conhecida, como modelo ou protétipo e a partir dela
sintetizar novos compostos. As 2-isoxazolinas fazem parte de uma interessante classe de
compostos heteropentaciclos. O nicleo 2-isoxazolina estd presente em uma série de
compostos que apresentam inUimeras atividades bioldgicas, tais como: antidepressiva,
antinociceptiva, anti-HIV, antituberculose e anti-inflamatéria. Deste modo, vislumbra-se neste
trabalho a utilizacdo da 2-isoxazolina aza-biciclica de 5 membros, na obten¢do de derivados
que apresentem uma fun¢do amida no carbono C3 e N-benzoilados (R= F, CI, Br), para a
averiguacdo da toxicidade e atividade anti-inflamatéria. O enecarbamato 37, material de
partida de nosso trabalho, foi obtido a partir da 1-pirrolina 35, esta sofre trimerizagao
obtendo-se posteriormente o enecarbamato com o nitrogénio protegido com o grupamento
benziloxicarbonila (Cbz) 37 . Apds a cicloadi¢do 1,3-dipolar do enecarbamato 37 com N-
oxido de nitrila, o cicloaduto isoxazolinico 38 foi obtido. Nesta etapa chave dois centros
assimétricos sao formados, com configuragdo relativa syn, sem seletividade de face, portanto
dois enantidmeros foram formados. Para a introducdo dos grupamentos benzoila em N6, foi
primeiramente realizada, uma reacdo de hidrogendlise, para remocdo do grupamento Cbz,
formando o produto 39, seguida de N-acilagdo do nitrogénio pirrolidinico com cloretos de
benzoila p-substituidos formando as isoxazolinas N-benzoiladas 40. Nesta etapa obteve-se
rendimentos de 86% a 95%. A tltima etapa propiciou a formacdo das amidas 41a-c através da
reacdo de amonodlise do éster etilico. Foi realizada ainda a sintese da 3-carboxamida-2-
isoxazolina azabiciclica com o nitrogénio livre sem o grupamento benzoila p-substituido 43.
Ap6s a sintese do cicloaduto isoxazolinico 38, foi realizada uma reacdo de amondlise, seguida
de uma reacdo de hidrogendlise, o qual propiciou a formagdo da isoxazolina azabiciclica
desprotegida em N6 43. O teste para avaliagdo da atividade citotéxica em células tumorais,
feito pelo método MTT, evidenciou que a maior parte dos compostos nio apresentou
atividade e apenas o composto 41a apresentou moderada atividade para a linhagem HL60. Os
objetivos propostos inicialmente no projeto, quanto a parte quimica, foram plenamente
executados, apresentando resultados bastante promissores que incentiva a ampliacdo da série
dos novos heterociclos isoxazolinicos.

Palavras-chave: cicloadicdo 1,3-dipolar, 2- isoxazolinas, atividade anti-inflamatéria,
enecarbamatos.



ABSTRACT

The most widely used method for the synthesis of new drugs is the molecular modification.
This method involves taking a substance known as prototype model and from it synthesize
new compounds. The 2-isoxazolines part of an interesting class of compounds
heteropentaciclos. The 2-isoxazoline core is present in a range of compounds which exhibit
numerous biological activities such as antidepressant antinociceptive, anti-HIV, anti-
tuberculosis and anti-inflammatory. Thus, we aim in this project the use of 2-isoxazoline aza-
bicyclic 5-membered to obtain derivatives that have an amide function at the C3 carbon and
N-benzoylated (R = F, Cl, Br) for the ascertainment toxicity and anti-inflammatory activity.
The enecarbamate 37, starting material of our project was obtained from the 1-pyrroline 38, it
undergoes trimerization obtaining subsequently enecarbamate with nitrogen protected with
the grouping benzyloxycarbonyl (Cbz) 37. After the 1,3-dipolar cycloaddition of
enecarbamate 37 with nitrile N-oxide of the cycloadducts isoxazoline 38 was obtained. In this
key stage two asymmetric centers are formed with syn relative configuration without
selectivity face, so two enantiomers were formed. For the introduction of benzoyl groups in
N6 was first carried out a hydrogenolysis reaction for removal of the Cbz grouping, forming
the product 39, followed by N-acylation of the nitrogen pyrroline with benzoyl chloride p-
substituted forming isoxazolines N-benzoyl 40. In this step gave yields of 86% to 95%. The
last step enabled the formation of the amides 41a-¢ by ammonolysis reaction of the ethyl ester
grouping. Was further performed the synthesis of 3-carboxamide-2-isoxazoline azabicyclic
with free nitrogen without the benzoyl p-substituted grouping 43. After synthesis of
cycloadducts isoxazoline 38, a reaction was carried out for ammonolysis, followed by a
hydrogenolysis reaction, which favored the formation of the isoxazoline azabicyclic
deprotected in N6 43. The test for evaluation of cytotoxic activity on tumor cells made by the
MTT method, has shown that most compounds showed no activity and only the compound
41a had moderate activity for HL60. The objectives in the project, as the chemical part, have
been fully executed, showing very promising results that encourage the expansion of the
number of new isoxazoline heterocycles.

Keywords: 1,3-dipolar cycloaddition, 2-isoxazolines, anti-inflammatory, enecarbamates
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1 INTRODUCAO

A Quimica Medicinal também chamada de Quimica Farmacéutica, Quimica
Terapé€utica, e antigamente conhecida como Farmdcia Quimica, tem sido conceituada de
varios modos, por diversos autores.

Atualmente, pode-se denominar que a Quimica Medicinal engloba o planejamento
racional de novas substincias bioativas, envolvendo a sintese ou a modificacdo molecular de
substancias; o isolamento de principios ativos naturais; a identificacdo ou elucida¢do da
estrutura; a descricdo das moléculas desde a sua constitui¢do atdmica (passando por relagdes
entre a estrutura e propriedades), até suas caracteristicas estruturais quando da(s)
interacdo(0es) com os diferentes sistemas biofases/bioldgicos; a compreensdo em nivel
molecular de processos bioquimicos/farmacoldgicos, toxicoldgicos e farmacocinéticos e
finalmente, a proposi¢do e validacdo de modelos matematicos através dos estudos de relagdes
entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica e/ou toxicoldgica, permitindo entdo a
proposicdo de novas moléculas de interesse para o planejamento de farmacos.'

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos, os estudos dos processos
evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas bioldgicos assumem grande
importancia, pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades
como poténcia, afinidade e seletividade. Diante desse complexo paradigma, as ferramentas
biotecnoldgicas associadas aos métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no
desenvolvimento de novas moléculas com atividade biolgica.”

O método mais usado para sintese de novos farmacos € a modificacdo molecular. Esse
método consiste em tomar uma substincia conhecida, como modelo ou protétipo € a partir
dela sintetizar e ensaiar novos compostos que sejam congéneres, homoélogos ou andlogos
estruturais do farmaco matriz. Dessa forma, através da modificacio molecular é possivel
descobrir o grupamento farmacoférico essencial e obter farmacos que apresentem
propriedades mais desejdveis que o protétipo, em poténcia, especificidade, duracdo de acgdo,
menor toxicidade e maior estabilidade.®

As 2-isoxazolinas fazem parte de wuma interessante classe de compostos
heteropentaciclos (Figural). A sintese de novas moléculas contendo este heterociclo constitui
uma importante drea de investigacdo devido ao seu potencial aplicativo em diversas areas do

conhecimento cientifico e também devido ao seu elevado potencial farmacoldgico.
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Figura 01: Nucleo 2-isoxazolina

Por exemplo, o ndcleo 2-isoxazolina estd presente em uma série de compostos que
apresentam inimeras atividades bioldgicas, tais como: antidepressiva’®, antinociceptiva’,
anti-HIV®’, antituberculose' e anti-inflamatéria'""'>. Também hd estudos que relatam que
compostos contendo o nicleo 2-isoxazolina possuem atividades inseticidas'® e antifﬁngicasl4.
Diante de tais constata¢des, o nucleo 2-isoxazolina apresenta-se como um interessante ponto
de partida para a sintese de novos compostos com grandes potenciais farmacolédgicos.

Recentemente foi desenvolvido no LASOF (Laboratério de Sintese Organica Aplicada
a Farmacos) uma nova metodologia sintética, no qual dois novos nucleos isoxazolinicos
foram obtidos: 4,5-diidroisoxazol[5,4-b]pirrolidina 1 e 4,5-diidroisoxazol[5,4-b]piperidina
4" Virias aplicacdes sintéticas destes novos nicleos foram levadas em consideracdo, onde
inimeros derivados, como 2 e 3, foram obtidos, tendo apresentado pronunciadas atividades
analgésica e anti-inflamatéria (Figura 02). Estes derivados foram obtidos por hibridacdo
molecular, no qual apresentavam em suas estruturas, o novo aza-biciclo 4,5-
diidroisoxazol[5,4-b]pirrolidina 1, como nucleo base, assim como a funcionalidade

hidrazona'®.

0 AN NH,

/
NH o
|-.| H
N\
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N N / /
/ / o o
i~0 o
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H o
H 3 (o)
1
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Ry R

Figura 02: Niicleos isozaxolinicos obtidos no LASOF

Derivados 3-carboxamidas 4 também apresentaram intensa atividade in vivo, com

indicios de atividade no Sistema Nervoso Central e possivel atividade analgésica.'” Testes
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especificos de atividade anti-inflamatéria® dessas carboxamidas isoxazolinicas foram

realizados, apresentando resultados bastante promissores.

De fato, percebe-se que vdrias substincias descritas, que possuem o nucleo 2-
isoxazolina, apresentam variadas atividades bioldgicas ja descritas anteriormente. Deste modo
diante dos resultados apresentados, vislumbra-se neste trabalho a utilizagdo da 2-isoxazolina
aza-biciclica de 5 membros, na obtencdo de derivados que apresentem uma funcdo amida no
carbono C3 e N-benzoilados (R=F, Cl, Br), para a averiguacdo da toxicidade. Teremos entdo
mais uma aplicacdo da metodologia e ampliada a utilizacdo da isoxazolina aza-biciclica

desenvolvida anteriormente, na busca de novas substincias com potencial farmacolégico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Isoxazolinas

Utilizada em sintese organica como material de partida, intermedidrio sintético ou até
mesmo fazendo parte da molécula final, o anel isoxazolinico é um representante importante
do grupo dos ciclos 1,2-oxaz6is. Este anel caracteriza-se por possuir dois heterodtomos: um
atomo de oxigénio na posi¢do 1 e um dtomo de nitrogénio na posi¢do 2 do anel, hibridizado
em sp°.

As isoxazolinas vém despertando grande interesse na quimica medicinal, uma vez que
compostos que contém esse nucleo apresentam relevantes atividades biol6gicas como as que

serdo descritas a seguir.

2.1.1 Atividade Biologica e Aplicacao Terapéutica

Na literatura podem-se encontrar os mais diversos relatos de atividades de substancias
que contém o nucleo 2-isoxazolina, compreendendo desde atividade herbicida até atividades
antiviral e antidepressiva.

Os compostos 7 e 8 apresentaram maior atividade inseticida do que o protétipo
toosendanin, ja bastante utilizado na agricultura. A taxa de mortalidade das Larvas M.
separata foi de 44,8% com o protétipo, ja com os compostos 7 e 8 as taxas de mortalidade das

larvas foram de 55,2% e 58,6%, respectivamente. 19
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NO,

7 8
Uma nova série de isoxazolinas tetraciclicas foi sintetizada para melhorar as

propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas do composto protétipo 9, antibacteriano
utilizado no tratamento da tuberculose, seu nicleo 2-isoxazolina foi mantido uma vez que é
fundamental para a sua atividade. O composto 10 foi o que apresentou um tempo de meia-

vida significativo, maior volume de distribui¢io e boa tolerabilidade. *°

N—O
o, 0. !
\
9
N—O
o, o} !

\ /)

Foi sintetizada uma nova série de compostos enantioméricos que possuiam atividades
de inibicdo da captagdo de 5—Hidroxitriptamina (5—-HT) e antagonista de a,- adrenoreceptores
2! a atividade combinada residia em principalmente um dos enantiomeros 11, que possui em
sua estrutura a 2-isoxazolina. A avaliacdo bioldgica dos mais promissores compostos pode

revelar novos potenciais antidepressivos.
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/

Novas isoxazolinas andlogas de pseudodissacarideo foram sintetizadas de forma
. . 22 .. 1, . . ..
regioespecifica.” Suas atividades biolégicas foram avaliadas preliminarmente e alguns

compostos, como o 12, exibiam potente atividade anti-HIV.

OMe

= OH

12 OH

Em estudo recente ** moléculas contendo o niicleo 2-isoxazolina apresentaram forte
atividade antiviral contra o HSV-1 (Herpes simples tipo 1). Estes compostos atuam através da

inibicdo da enzina Transcriptase Reversa e desta forma, inibem a replicacao viral.

CH

Isoxazolinas 5-substituidas foram incorporadas a molécula de dibenzoazepina 14. As
moléculas foram testadas e apresentaram excelentes resultados como a inibi¢ao da migracao e

da proliferacdo de células tumorais. Tais efeitos foram comparados ao efeito das cisplatinas. **
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Uma série de novos derivados antranilicos diamidas, contendo uma porcao aril-
isoxazolina, foram sintetizados e os resultados preliminares indicaram que alguns dos
compostos, como o 15, apresentavam atividade anticAncer moderada, contra o cancer de

pulmio, carcinoma de figado e cAncer géstrico. *

CHs; ||'| o]
; CHy—CH—
H Cl
|
N—g O CHj
15

O Fator Xa €é uma protease de serina importante na cascata de coagulacdo do sangue.
A Inibi¢do do Fator Xa tem sido um atraente alvo para aplicacdes terapéuticas potenciais no
tratamento de trombose arterial e venosa. Foi descrita uma série de derivados de 2-
isoxazolinas como inibidores de Fator Xa, a isoxazolina mais potente da série estd

exemplificada pela estrutura 16. *°
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N/O H,NO,S
N’/
= O~
H

Isoxazolinas 17 e 18, contendo o anel de imidazol na posicdo 3 do nicleo
isoxazolinico, apresentaram Concentracdo Minima Inibitéria — CMI contra Aspergillus flavus
e Fusarium moniliforme bem inferior ao fairmaco nistatina, muito utilizado atualmente como

ps 2T
antifingico.

Cl Cl

YNH 7 N\(

Bu Bu

N NH 18

Moléculas contendo o ntcleo 2-isoxazolina, como a representada pela estrutura 19,
apresentaram moderada atividade antinociceptiva. A molécula 19 Apresentou inibicdo de

47,4% do niimero de contorcdes abdominais induzidas pelo 4cido acético 2
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Os compostos 20 e 21 inibiram de forma acentuada, a produgdo do fator de inibi¢ao da

migracdo de macrofagos (MIF). O MIF € uma citocina pro-inflamatdria que desempenha um

o A - . ‘o . 29,30
papel critico na patogénese de varias doencas inflamatérias e autoimunes.*”

F3 OMe

2-isoxazolinas piperidinicas 22 obtidas por cicloadicao 1,3-dipolar, entre enamidas
endociclicas e N-6xido de nitrila, foram analisadas quanto a atividade anti-inflamatdria,
através do teste de edema de pata induzido por carragenina em ratos. As isoxazolinas
apresentaram reducdo do edema com a mesma eficidcia que a indometacina, medicamento

.. L o 31
anti-inflamatorio padrao utilizado nos testes.
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O farmaco Valdecoxib 23 é derivado da 2-isoxazolina e atualmente é amplamente

utilizado como anti-inflamatério.>?

2.1.2 Métodos de Obtencao de 2-isoxazolinas

A primeira 2-isoxazolina sintetizada foi obtida em 1895 pela reacdo de cetonas a,p3-

insaturadas com hidroxilamina (Figura 03), que em geral apresenta resultados deficientes,

principalmente devido aos processos de adi¢cdo de Michael. A reacdo de oximagao de enonas

conjugadas é muito mais complexa do que se poderia esperar, produzindo isoxazolinas junto

com [-hidroxilamino oximas e outros produtos. Sérias limitacdes na purificacio e rendimento

sdo desvantagens habituais deste procedimento, uma vez que, o seu resultado final ndo é

facilmente controldvel, dado que isso depende de diversas varidveis experimentais, tais como

pH, natureza do solvente e propor¢ao do reagente. No entanto, este método sintético foi o

mais praticado até a cicloadicdo 1,3-dipolar entre 6xidos de nitrila e alquenos, ser descoberta

como uma alternativa melhor na obtencdo de 2-isoxazolinas.” A cicloadicdo 1,3-dipolar foi
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. . . ., . 34 z . e
introduzida por Huisgen no inicio de 1960, e mostrou ser um método eficiente para a

obtencdo de heterociclos de 5 membros.

R R,
+  H,NOH —_— /

FIGURA 03: Reacio de cetonas a,B-insaturadas com hidroxilamina

A reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar € o método mais utilizado para a obtengdo de
heterociclos de cinco membros e para importantes variagdes na estrutura de produtos
naturais.” Na maioria dos casos a cicloadicao 1,3-dipolar entre 6xidos de nitrila e alquenos
produz com alta regiosseletividade e com configuragdo relativa os atomos de carbono 4 e 5 da

isoxazolina, que depende da geometria do alqueno. *°

2.1.2.1 Reacoes de Cicloadicao 1,3-dipolar

Nas reagdes de cicloadicao, a unido de dois sistemas « leva a formagdo de duas novas
ligagdes 6. As reacgdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar sdo um tipo de reacao periciclica, as quais
sdo caracterizadas por um processo de reorganizac¢io continua e concertada de elétrons. Isto
significa que, quando concertadas, um unico estado de transi¢do ciclico estd envolvido,
embora ndo necessariamente no mesmo grau; sem a formacao de intermediérios no processo,

. 37 N . ~ . -
como pode ser visto no esquema 01.”" Com relacdo a estereoquimica, a reacao de cicloadi¢do
é estereoespecifica do tipo syn, em relacdo ao dipolaréfilo.*® O que significa que a

estereoquimica da ligacao dupla é preservada no produto.

C

1 \ —_—>

B/_C ‘

+

T ﬁ — | S TN,
A A

1,3-dipolo dipolardfilo cicloaduto



27

Esquema 01: Exemplo geral de uma reacdo de cicloadi¢@o, mostrando o estado de transicao ciclico.

A cicloadi¢do procede entre um dipolaréfilo (alqueno, alquino ou nitrila) e um agente
1,3-dipolar. O 1,3-dipolo € uma espécie que contém 3 atomos e 4 elétrons n deslocalizados
entre eles.”® J4 o dipolaréfilo apresenta 2 elétrons 7 distribuidos sobre 2 dtomos. Deste modo,
estas cicloadicoes sao definidas como reacdes [3+2], onde os nimeros representam o nimero
de dtomos envolvidos na formacgao do anel.

O 1,3-dipolo pode ser classificado em dois diferentes tipos: tipo anion alila e tipo
anion alenila/propargila. O 1,3-dipolo do tipo anion alila € caracterizado pela presenca de 4
elétrons em 3 orbitais p, paralelos e perpendiculares ao plano do 1,3-dipolo, que € angular. O
1,3-dipolo do tipo alenila tem um orbital & extra, localizado no plano ortogonal, sendo desta

forma linear.*

® ®
a” >c < > a/b%c
© ©
Tipo alila
® © © @
Tipo alenila

Figura 04: Classificacdo dos 1,3-dipolo

O dipolardéfilo pode ser praticamente qualquer composto que contenha uma ligacao
dupla ou tripla, como C=C, C=C, C=N, C=N, C=0,0u c=s."

Dentre os diversos compostos 1,3-dipolar que podem ser utilizados nas reacdes de
cicloadicdo, destacam-se os exemplos mostrados na Figura 05. Estes compostos variam
bastante em estabilidade, sendo que alguns podem ser isolados e armazenados, enquanto

outros sdo instdveis e devem ser gerados in situ, como no caso dos 6xidos de nitrila.
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1,3-dipolos do tipo propargila

+ - -+
R—C=N—0 > R—C=N=O0 N-6xidos de nitrila
NI v +
/N= N=N > N—N=N Azidas
R R
+r - - 4+
H,C=N=—N > H,C—N=N Diazometano
- + - i
— N— > + -
R_E_ N_N\ R—CEN—.N\ Iminio de nitrila
R 'R
1,3-dipolos do tipo alila
+ - - + .
R,C=N—CR, > R,C—N=CR, Azometino ilideo
- + .
+ - ” . R,C—N=0 Nitrona
R2C= |N—o: e
L1J + -
. < > - o_[|\|=o Nitro composto

O=I|\l— -

Figura 05: Exemplos de 1,3-dipolo

As reagdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar s@o controladas pelos Orbitais Moleculares de
Fronteira (FMO) HOMO e LUMO do 1,3-dipolo e do dipolaréfilo. A teoria dos Orbitais
Moleculares de Fronteira € utilizada para explicar a regiosseletividade da cicloadigﬁo.42

Segundo Fleming, HOMO ¢ o Orbital Molecular ocupado de maior energia e LUMO ¢
o Orbital Molecular ndo-ocupado de menor energia. **

Sustman, classificou as reagdes de cicloadicdo em trés tipos, com base nas energias
relativas dos FMO entre o dipolo e o alqueno. Na reacao de cicloadi¢ao do tipo I a interagdo
dos OMF ocorre entre 0o HOMO do dipolo com o LUMO do alqueno. J4 na cicloadi¢do do

tipo II, a similaridade entre a energia dos OMF do dipolo e do alqueno, implica que ambas as
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interacdoes HOMO-LUMO sao importantes. Reacdes de cicloadic@o do tipo III s@o interacdes
entre o LUMO do dipolo e 0o HOMO do alqueno 43 (Figura 06). O tipo de interacao dominante
dependerd da diferenca de energia dos orbitais moleculares. As interacdes entre 0 HOMO e o
LUMO que tiverem as menores diferencas de energia serdo predominantes. Quando a energia
dos orbitais € muito proxima, a reacdo pode ser controlada simultaneamente por ambos o
HOMO e LUMO do 1,3-dipolo e dipolaréfilo. Isto pode ser manipulado eletronicamente
através da adi¢do de grupos retiradores ou doadores de elétrons. Também, os reagentes serdo
preferencialmente orientados, ou seja, a interacao mais forte vai acontecer, entre os carbonos

que tem os maiores coeficientes dos dois orbitais alinhados.

Dipolo Alqueno Dipolo Alqueno Dipolo Alqueno
Energia

LUMO

4{7 4{7 4{» %JF % 4{— HOMO

Tipo I Tipo II Tipo III

Figura 06: Classificag¢do da cicloadicao 1,3-dipolar com base nos FMOs.

Reacdes do tipo I sdo tipicas de azometino ilideo, enquanto que as reacdes de
cicloadicao das nitronas sdo classificadas como tipo II. J4 os 6xidos de nitrila e 6xido nitroso

sdo do tipo III. 3
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2.1.2.2 Cicloadicao 1,3-dipolar com N-6xidos de nitrila

Devido a sua tendéncia em formar dimeros de furoxanos (1,2,5-oxadiazol 2-6xido),
oxidos de nitrila 25 sao usualmente gerados in situ, isto é, na presenca de dipolaréfilos como
alquenos, alquinos, etc, a partir de precursores estdveis como aldoximas 24 (X = H) ou de
nitroalcanos primarios 26 (Esquema 02). A formacdo de N-6xidos de nitrila 25 através de
aldoximas 24 envolve ou a oxidagdo direta ou a halogenacao das aldoximas 24 em haletos de
hidroximinoila (X= CI ou Br), seguida por desidrohalogenacdo. Alternativamente 25 ¢é

formado através da desidratagcdo preliminar de 26.*

X= H, oxidacao
«——— N

'\(OH
. )
/[k > R=N— NO,
R X X= Cl ou Br, desidrohalogenacao

26

1) desidratacao
o

% =4

Esquema 02: Métodos de formagdo do N-6xido de nitrila

Todos os métodos conhecidos para a sintese de 25 comegcam com uma estrutura
orgdnica que ja contém a sequéncia C-N-O, necessdrio para conversdao em 25. Muitos
métodos sdo relatados na literatura para a formacdo de 25, porém os mais comuns Sao 0s
métodos citados acima. *°

Desde os anos 1960, a regio- e estereoquimica, bem como o mecanismo global das
reacoes de cicloadicdo 1,3-dipolar com N-6xidos de nitrila tem intrigado os quimicos
organicos. **

Uma proposta de mecanismo para as reacdes de cicloadi¢io 1,3-dipolar, entre o dipolo
N-6xido de nitrila e uma enamida endociclica como dipolaroéfilo € apresentado na figura 07.

Neste mecanismo foi considerada a linearidade de 25 e a grande diferenca dos valores
de coeficiente de orbital HOMO do enecarbamato/enamida, que dificultam a formacao
simultanea das duas ligacdes na reacdo de cicloadi¢do. A ligacdo do carbono § ao dtomo de

hidrogénio com o carbono do N-6xido de nitrila € concluida primeiro, formando um

intermedidrio N-acil-iminio dipolar.
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No intermedidrio N-acil-iminio, tem-se agora uma estrutura angular N-6xido-imina,
que devido a maior proximidade espacial, possibilita a adi¢do do oxigénio ao carbono do acil-
iminio, ocorrendo a intera¢do frontal entre o orbital preenchido do oxigénio com o orbital
LUMO do iminio.*® Desta forma, a reacio de cicloadi¢do do enecarbamato com o N-6xido de
nitrila é do tipo ndo-concertada, pois devido a diferenca entre os coeficientes orbitalares as

ligacOes ndo ocorrem simultaneamente.

ROC R

Figura 07: Sugestio de mecanismo para reacédo de cicloadicio 1,3-dipolar entre o N-6xido de nitrila e uma
enamida endociclica.
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2.2 Importancia na sintese organica da 2-isoxazolina

As isoxazolinas sdo consideradas de grande importancia na sintese quimica, uma vez
que elas sdo precursoras de varias fungdes organicas bastante utilizadas, por exemplo, quando

sofrem reducdo como demonstrado na figura 08.

N

NH, OH Redugio H—~7 O Reducéo 0 OH

-
(H,, RaNi, H,0)

R (LiAIH4 ou
H,, Pd/C)
° K o
aminoalcool boc" S %9 N hidroxicetona
Qg, Q¥ 0
&
i = NH OH

iminoalcool

isoxazolidina

Figura 08: Funcdes organicas obtidas pela redugdo de isoxazolinas.

. . . . S . ” A 47
A partir das isoxazolinas também podem ser obtidos isoxazois e anéis B-lactamicos.

R R Ry
A\ (-H,0) 4

I p— |

—x
R

7
7
|
N

Isoxazol o
Anel betalactamico

Figura 09: Obtencdo de isoxazois e anéis B-lactamicos a partir de isoxazolinas.
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O antibidtico Tienamicina foi obtido via reagdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar, tendo uma
. . . . .. 48
2-isoxazolina como intermediario sintético.

MeQ_ . - CO,Me H, CO;Me
CH—CHy—C=N—0 + ( (MeO),C ' Me
MeO— > \
N—O

e
/

=
(1]
z)—g
=XI
I
-||I

SCH,CH,NH,

CO,H

Figura 10: Reacdes para obtencdo da tienamicina.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Sintese e avaliacdo da atividade citotoxica de 3-carboxamidas-2-isoxazolinas

azabiciclicas.

3.2 Objetivos Especificos
e Sintese das novas 3-carboxamidas-2-isoxazolinas azabiciclicas, a partir da reacdo de

cicloadicao 1,3-dipolar do enecarbamato;

® Purifica¢do e determinagdo de propriedades fisico-quimicas das novas moléculas, tais

como: R e ponto de fusio;

¢ FElucidagao estrutural das novas moléculas através de Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN) de 'H e "°C e do Infravermelho (IV-FT);

e Avaliacdo da citotoxicidade.
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4 METODOLOGIA

Em trabalhos anteriores, foi desenvolvida uma nova metodologia sintética, baseada
nas reacdes de cicloadicao 1,3-dipolar de enecarbamatos (R= OEt, OBn) e enamidas

endociclicas (R= Arila) de 5 e de 6 membros, n = 1 ou 2, respectivamente, com N-6xidos de

nitrila 28 (Esquema 03)."

COOEt
n=1o0u2
n( \ GO0kt COOEt n ( N N
. C—C  ETN \ , °
o —
)\ 'il v )\
o R | OH _ (l) _ o R
enecarbamatos e 7 28 icloadut
el cicloadutos

enamidas endociclicas

Esquema 03: Cicloadicao [3+2] entre enecarbamatos e enamidas com N-6xidos de nitrila.

Os cicloadutos obtidos, contendo os novos heterobiciclos: 2-isoxazolina[5,4-

b]piperidina e 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina foram aplicados na obtenc¢do de derivados

. 49,50
potencialmente bioativos.*"

As 2-isoxazolinas azabiciclicas (Figura 09) possuem dois anéis fundidos: uma 2-

isoxazolina e uma piperidina 29 e uma 2-isoxazolina e uma pirrolidina 30, constituindo em

dois novos heterociclos, de acordo com pesquisas na literatura.

N \/N
o 20 o
| I
H H
2-isoxazolina[5,4,b]piperidina 2-isoxazolina[5,4,b]pirrolidina

Figura 11: Nomenclatura dos nicleos isoxazolinicos
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Dentre os vérios derivados do novo heterociclo, aqueles substituidos com grupamentos
benzoila no nitrogénio N7 e N6, e carboxamida na posi¢do C3, dos respectivos ntcleos 31 e
32, apresentaram excelentes atividades bioldgicas, como: antinociceptiva (teste de nocicepgao
induzida por &4cido acético) e anti-inflamatéria (teste de peritonite por carragenina em

17, 4
camundongos). ?

32
(par d, I)

R= p-F, m-NO,, p-NO,,
p-OMe, p-tBu

R= p-F, p-Cl, p-NO,

Figura 12: Amidas isoxazolinicas racémicas

A escolha dos substituintes N-benzoila e carboxamida dos derivados 31 e 32 se deveu
a tentativa de induzir a atividade anti-inflamatéria dos mesmos, fazendo certa analogia

estrutural ao anti-inflamatdrio de referéncia indometacina 33 e salicilamida 34 (Figura 11).

COOH
H,;C

NH,

OH

Cl

Figura 13: Firmacos anti-inflamatérios de referéncia
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Diante dos excelentes resultados apresentados pelas substancias 31 e 32, com relacdo a
atividade anti-inflamatéria e a toxicidade aguda, realizamos neste trabalho uma ampliagdo e
continuacdo na busca pelo desenvolvimento de novos fairmacos anti-inflamatérios, utilizando

a nova metodologia sintética desenvolvida anteriormente.

Estudo quimico: Sintese Organica

O enecarbamato 37, material de partida de nosso trabalho, foi obtido a partir da 1-
pirrolina 35, esta sofre trimerizagdo obtendo-se posteriormente o enecarbamato com o
nitrogénio protegido com o grupamento benziloxicarbonila (Cbz) 37 . Apés a cicloadi¢do 1,3-
dipolar do enecarbamato 37 com N-6xido de nitrila, o cicloaduto isoxazolinico 38 foi obtido.
Nesta etapa chave dois centros assimétricos sao formados, com configuracao relativa syn, sem
seletividade de face, portanto dois enantiomeros foram formados, caracterizando uma sintese
racémica, proporcao 1:1, como demonstrado na figura 12.

Para a introdugdo dos grupamentos benzoila em N6, foi primeiramente realizada, uma
reacdo de hidrogendlise, para remog¢ao do grupamento Cbz, formando o produto 39, seguida
de N-acilag@o do nitrogénio pirrolidinico com cloretos de benzoila p-substituidos formando as
isoxazolinas N-benzoiladas 40.

A tltima etapa propiciou a formacdo das amidas 41 através da reagdo de amondlise do
éster etilico. (Esquema 04)

Foi realizada ainda a sintese da 3-carboxamida-2-isoxazolina azabiciclica com o
nitrogénio livre sem o grupamento benzoila p-substituido 43. Apds a sintese do cicloaduto
isoxazolinico 38, foi realizada uma reacdo de amondlise, seguida de uma reacdo de
hidrogendlise, o qual propiciou a formac¢ao da isoxazolina azabiciclica desprotegida em N6
43.

O esquema 04 mostra a sequéncia de reacdes envolvidas no trabalho, visando a
obtenc¢do das 3-carboxamidas-2-isoxazolinas azabiciclicas, derivadas do nucleo 2-isoxazolina

pirrolidinico.
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Figura 14: Par de enantidmeros formados na cicloadi¢do 1,3-dipolar
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Esquema 04: Rota sintética para obtencdo das 3-carboxamidas-2-isoxazolinas azabiciclicas
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacio do trimero da 1-pirrolina 36

A 1-pirrolina 36a, intermedidrio chave na sintese do enecarbamato, foi obtida através
da oxidacdo catalitica da pirrolidina, pelo perssulfato de sédio, em meio basico e AgNO;
como catalizador.

Devido a sua grande reatividade e instabilidade, o mondmero 36a trimeriza no meio

) . . (- . 51
reacional, formando o respectivo trimero 36, que € isolado convenientemente.” (esquema 05)

Na23208 25%

NaOH(aq)

AgNO3

_—

o VY

z - 1Y — O

o )
pirrolidina 36a 36

Rendimento = 60%

Esquema 05: Sintese do trimero da 1-pirrolina 36

5.2 Sintese do enecarbamato N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 37

O enecarbamato N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 37 foi preparado, visando sua
aplicacdo na obtencdo das N-benzoil-isoxazolinas azabiciclicas, visto que a remogao posterior
do grupamento benziloxicarbonila, via hidrogenodlise catalitica, é de facil execucdo e tem
rendimento quantitativo.

Nesta etapa, o trimero da 1-pirrolina 36 foi utilizado sem prévia purificagdo, na
presenca de trietilamina (TEA) a 60°C e sob ultra-som, ocorre a destrimerizacdo de 36,
produzindo 3 mol de mondmero para cada mol de trimero 36. O agente acilante, cloroformato
de benzila, foi adicionado lentamente, obtendo-se o respectivo enecarbamato N-

(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 37, com 40% de rendimento (esquema 06).
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Esquema 06: Sintese do enecarbamato N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 37

5.3 Sintese do clorooximidoacetato de etila 27, precursor do N-6xido de nitrila —
CEFNO 28

O N-6xido de nitrila — carboetoxiformonitrila (CEFNO), utilizado na reacdo de
cicloadicao 1,3-dipolar, foi obtido in situ, através do precursor clorooximidoacetato de etila
27.

O precursor do N-6xido de nitrila 28, clorooximidoacetato de etila 27, foi preparado
através de oxidacdo da glicina esterificada por NaNO,, em meio acido, HCI concentrado
(esquema 07).

Vale salientar que, ao manipular o precursor do N-6xido de nitrila 27, deve-se ter o
méaximo de cuidado, pois 0 mesmo € altamente irritante para a pele e mucosas.

Devido a sua grande estabilidade, ele pode ser armazenado em grandes quantidades
por longo periodo e utilizado conforme necessidade. O precursor 27 do dipolo foi obtido

como cristais brancos por cristalizacdo em hexano, com um rendimento de 45%.

0 HCI conc. (o)
@ NaN02
H N\/U\ — > Cl
C(? 3 OEt Et
Glicina esterificada '\

Esquema 07: Sintese do clorooximidoacetato de etila 27 , do precursor do N-6xido de nitrila —
CEFNO 28
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5.4 Reacao de cicloadiciao 1,3-dipolar entre o enecarbamato endociclico de 5 membros
37 com o N-6xido de nitrila - CEFNO 28

A reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar do enecarbamato N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina
37 com N-6xido de nitrila foi bem sucedida. Isto se deve provavelmente a grande reatividade
e propriedades eletronicas do dipolo N-6xido de nitrila, bem como a alta reatividade da
ligacdo dupla do enecarbamato.

Os N-6xido de nitrila, especialmente o 6xido de carboetoxiformonitrila 28, que possui
grupamento elétron retirador (carbonila), o orbital LUMO estd mais estabilizado, possuindo
baixa energia relativa, fazendo com que a diferenca de energia (AE)) entre esses orbitais seja
menor do que o que aconteceria no inverso (HOMO dipolo/LUMO dipolaréfilo) (AE;). Dessa
maneira, a demanda eletronica normal provavelmente serd HOMO do dipolaréfilo com o
LUMO do dipolo.

Na reagao € provavel que ocorra inicialmente a interagdo frontal do orbital atdmico do
carbono 3 ao atomo de hidrogénio do dipolaréfilo (HOMO) com o orbital atdmico do carbono
do dipolo (LUMO), formando a liga¢do sigma carbono-carbono, apds rapida passagem pelo
estado de transi¢ao.

Neste mecanismo, existem dois fatores que desfavorecem a formacdo simultdnea das
duas ligacdes sigma desta cicloadi¢dao 1,3-dipolar. A assimetria dos coeficientes orbitalares
tanto do dipolo como do dipolardéfilo, priorizam a formacdo da ligacdo carbono-carbono, e
assim, a superposicdo € facilitada. A linearidade do dipolo € outro fator determinante, ja que
no posicionamento para a realizacdo da primeira ligagdo, os orbitais atdmicos dos
participantes da segunda ligacdo ficam afastados, impossibilitando assim a formagao
simultanea das duas ligacdes sigmas.

Ap6s a formagdo da primeira ligacdo, e origem de um intermedidrio iminio dipolar,
ocorre a mudanca da hibridizacdo do nitrogénio do dipolo, de sp para sp’, favorecendo desta
forma, a aproximacgao do oxigénio do dipolo, rico em elétrons, com o carbono do dipolardfilo,
deficiente em elétrons. Neste momento, a segunda ligagcao sigma do cicloaduto € formada.

Estes fatos sdo determinantes para a existéncia da regiosseletividade desta reacao, ja
que, apenas dois enantiomeros (uma mistura racémica) sdao formados, € ndo quatro, caso

houvesse a formagao de regioisomeros (Esquema 08).
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Esquema 08: Formacao dos dois isomeros na cicloadi¢io 1,3-dipolar entre o enecarbamato
endociclico de 5 membros com o N-6xido de nitrila

A reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar entre enecarbamatos endociclicos de 5 membros e

o N-6xido de nitrila, constitui a etapa chave do processo (esquema (09).

EtOOC

|
N + N'N

\ | X /
OH - (0]

37
)\ - 27 28 rac. 38
>
(o) O)\

TEA, CHCI,

Esquema 09: Reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre o enecarbamato endociclico de 5 membros 37 com o
N-6xido de nitrila — CEFNO 28

O rendimento desta reacao de cicloadi¢do € drasticamente sensivel ao tempo de adicao
do clorooximidoacetato de etila 27. A adi¢do da solu¢do cloroférmica de 27, sobre o meio
reacional, é feita gota a gota. Essa adi¢do deve ser lenta, pois a medida que o dipolo é
formado, ocorre uma reacdo secunddria de dimerizacdo do N-6xido de nitrila 28 52 (Esquema

10). A adi¢do rapida do precursor leva a formacdo de uma grande quantidade do dimero,
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havendo perdas na concentragdo do dipolo no meio reacional, acarretando em diminui¢do no
rendimento da reacao.

O dipolo N-6xido de nitrila 28 é formado in sifu, paulatinamente, assim que seu
precursor o clorooximidoacetato de etila 27 entra em contato com a trietilamina (Esquema

11). A partir deste momento, inicia-se a cicloadic¢do entre o dipolo e o dipolardfilo.

OEt

Eo—<o

10—2

Esquema 10: reacio secunddria de dimerizacdo do N-6xido de nitrila

Cl

I

o. _OEt |
7 . I/ In situ T
Et No—n T \/N\‘ Nl

e |
s

-0
Cloroximidoacetato TEA dxido de Cloreto de
de etila carboetoxiformonitrila Trietilamonio
27 28

Esquema 11: Reacdo de sintese do 1,3-dipolo, 6xido de carboetoxiformonitrila, a partir do
clorooximidoacetato de etila

Este esquema mostra a reacdo, largamente utilizada, de formacdo do N-6xido de
nitrila, in situ, partindo-se da desprotonacdo do OH do clorooximidoacetato de etila 27,
havendo, ao final, a precipitac¢do do sal cloridrato de trietilamdnio no meio reacional.

A isoxazolina pirrolidinica biciclica 38 foi obtida com 70% de rendimento.

A andlise de cromatografia em camada delgada, em vérios sistemas de eluentes, indica

a formagcdo de um unico produto na reacdo de cicloadi¢do, confirmando a diastereo e
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regiosseletividade esperadas, segundo o estudo tedrico da reacdo, havendo a formag¢do, de um

unico par d,/ de configuracao relativa cis.

5.5 Reacao de desprotecao do nitrogénio pirrolidinico de 38

A reacgdo de hidrogendlise do grupamento CBz do heterobiciclo 38, catalisada por Pd°®
(esquema 12), € bem conhecida e dominada pelo grupo de pesquisa, apresentando

rendimentos quantitativos.

Et0OC E1OOC
SN Pde, MeOH, H, XN

/ — > /

0O 4 1,5h 0

39

N !

rendimento = 100%

Esquema 12: Reacgdo de desprotecdo do nitrogé€nio pirrolidinico N6.

A formacgdo da amina livre propiciou a introducdo dos substituintes benzoila para-
substituidos em N6 na etapa subsequente. A 2-isoxazolina pirrolidinica 39, agora sem o
grupamento protetor CBz, foi utilizada diretamente, sem prévia purificacdo, na reacdo de N-
benzoilagdo.

Esta desprotecdo foi realizada com o intuito de ndo termos a necessidade de
realizarmos varias cicloadi¢des, com diversas N-benzoil-enamidas. Desta forma as N-benzoil-
isoxazolinas poderiam ser obtidas através da N-benzoilagdo da amina secunddria desprotegida
39 com os respectivos cloretos para-substituidos. As reacdes de N-benzoilacdo sdo menos

dispendiosas e menos trabalhosas do que as reacoes de sintese de diferentes enamidas.
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5.6 Reacao de acilacao do nitrogénio pirrolidinico de 39 com cloretos de benzoila p-
substituidos

A 2-isoxazolina pirrolidinica 39 foi submetida a N-acilacio com os respectivos
cloretos de benzoila p-substituidos (esquema 13). A reacao foi realizada em cloroférmio seco,
na presenca de trietilamina, a temperatura ambiente, atmosfera de argdnio e agitagdo vigorosa.
Nesta etapa obteve-se rendimentos de 86% a 95%, com formacdo de 3 isoxazolinas

pirrolidinicas N-aciladas 40a-c com variacdo dos substituintes em R (esquema 13).

EtOO0C EtOO0C
N ArcoClI N
/ —_— /
o TEA, CHCI; 0 40a-R=F 86%

t.a, 1h 40b-R=Cl 95%
I 40c - R=Br 90%

R

Esquema 13: Reacdo de acilacdo do nitrogénio pirrolidinico com cloretos de benzoila p-substituidos

5.7 Reacao de amondlise do éster isoxazolinico de 40a-c

As isoxazolinas pirrolidinicas N-aciladas 40a-¢ foram submetidas a reagcdo de
amondlise do éster isoxazolinico em C3. A reacdo foi realizada com THF como solvente e
NH4OH, com agitacdo vigorosa e apds 18h o produto final 41 foi obtido, com rendimento

quantitativo, apds precipitacdo no meio reacional. (esquema 14)



47

EtOOC o NH,
NN
/ THF SN
o —_— O/
NH,OH
o
o
R
R
40a-R=F 41a-R=F
40b - R= CI 41b - R= CI
40c - R=Br 41c - R=Br

Esquema 14: Reacdo de amondlise do éster isoxazolinico de 40a-c

Todas as 3-carboxamidas-2-isoxazolinas azabiciclicas 4la-c¢ foram devidamente
identificadas por métodos espectrométricos de RMN BC,RMN de 'He IV.

A figura 13 apresenta representativamente a estrutura da amida 4la com todos os
sinais de RMN 'H e RMN "°C. Os sinais caracteristicos do heterobiciclo, aparecem em torno
de 6 ppm em RMN de 'H e 90 ppm em RMN de "°C, respectivamente do hidrogénio e do
carbono do metino (o a0 4tomo de nitrogénio) da jun¢do dos anéis, que confirmam a presenca
de 2-isoxazolina azabiciclica.

Nas figuras 14 e 15 sdo apresentados os espectros de RMN 'H e RMN C da molécula

41a.
7,94 ¢ 7,34
0 NH,
4,19
2,20 Hu .......... N
49,9 e 51,7 g
A -
Rotameros H- lllll :
3,05 I-I\A
B 92,2 ¢ 94,7 1
H 668¢617 - Rotameros RMN 'H
w T 115,6 RMN B3¢

s

130,2

Figura 15: Dados espectroscopicos de 41a. Deslocamento quimico em ppm.
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Figura 17: Espectro RMN 'C da amida 41a. 7SMHZ. Solvente DMSO
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Uma peculiaridade apresentada pelos cicloadutos derivados de enecarbamatos foi a
presenca de sinais de rotimeros nos espectros de RMN 'H e RMN "C.

Rotameros, ou conférmeros rotacionais, sao detectados em espectrometria de
ressonancia magnética nuclear, quando a velocidade da interconversido entre eles € baixa,
devido a alta barreira energética rotacional. Este fendmeno € verificado quando se tem a
presenca de ligacOes amidicas ou carbamidicas, como nos nossos cicloadutos.

A rotacdo da ligacdo amidica/carbamidica passa necessariamente por um confdérmero
planar, onde os orbitais “n” do atomo de nitrogénio e “m” da carbonila ficam coplanares e
entram em ressonancia, formando uma estrutura candnica, que confere um cardter de ligagcao
dupla para o hibrido de ressonancia, fazendo com que a barreira energética rotacional seja
elevada (Figura 16). Tendo a frequéncia de giro baixa, a espectrometria de RMN detecta,
portanto a presenca de dois hidrogénios ou carbonos 13 em ambientes quimicos e magnéticos
diferentes, aparecendo entdo dois sinais.

Pode-se observar ainda um dubleto em 165 ppm no espectro de RMN B¢, referente ao

acoplamento entre o BCeoF d 1).

NH,

N
/

Rotamero 1 Rotamero 2

Figura 18: conférmeros rotacionais de 41a
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Figura 19: Espectro de infravermelho da amida 41a

Pode-se observar no espectro de infravermelho de 4la (Figura 17) a presenga de
bandas em 3351 cm™' referente 2 deformacgdo axial assimétrica de N-H, acoplado, amida
primaria, em ligacdo de hidrogénio. J4 em 3167 cm’' observa-se a banda referente a
deformacao axial simétrica.

Em moléculas que contem a fun¢do amida, encontram-se duas bandas caracteristicas
dessa funcdo: banda de amida I e banda de amida 11> No espectro de IV de 41a pode-se
observar a presenca de bandas em superposi¢do: deformacdo axial de C=0 (banda de amida I)
1662 cm™' e deformacdo angular de N-H, (banda de amida IT) em 1638 cm™.

Observa-se em 1385 cm™” uma banda referente 2 deformacdo axial C-F de alta
intensidade.

Deformagcio axial de C=N & observada na banda em 1587 cm™. Em 846 cm™ podem-
se observar vibragdes de deformacao angular fora do plano de C-H de aromaéticos. Observa-se

em 759 cm™' banda referente 2 deformagdo angular simétrica fora do plano do grupo N-H. Por
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fim, pode-se atribuir a banda larga em 688 cm’ como sendo da deformacao angular fora do
plano de N-H.

A figura 18 apresenta a estrutura da amida 41b com todos os sinais de RMN 'H e
RMN "C. Nas figuras 19 e 20 sdo apresentados os espectros de RMN 'H e RMN C da

molécula 41b. Podemos observar a existéncia dos rotimeros que sdo caracteristicos do

biciclo.

2,18

6,17 e 6,66

Rotameros 13
134,2 RMN ™C

128,5

Figura 20: Dados espectroscopicos de 41b. Deslocamento quimico em ppm.
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Figura 23: Espectro de infravermelho da amida 41b

A figura 22 apresenta a estrutura da amida 41c com todos os sinais de RMN 'H. Nas

figuras 23 e 24 sdo apresentados os espectros de RMN 'H e IV da molécula 41c.

6,9e6,1
Rotameros

Br

Figura 24: Dados espectroscépicos de 41c. Deslocamento quimico em ppm.
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Pode-se notar observando a figura 25, a correlacio nos espectros de infravermelho das
amidas isoxazolinicas 41a-c uma vez que, a Unica mudanga na estrutura dos 3 compostos € o

halogénio em para no anel benzénico.

P-FLUCR

P-CLORO

P-BROMC

40000 2600 3200 ZEOD 2400 X000 1800 | 6060 1400 1200 100K 800 65040
om-1

Figura 27: Espectro de infravermelho das amidas 41a-c
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5.8 Reacao de amondlise do éster isoxazolinico de 38

O cicloaduto isoxazolinico 38, foi submetido a reacdo de amondlise do éster
1soxazolinico em C3. A reagdo foi realizada tendo THF como solvente e NH4OH aquoso
concentrado como base, sob agitacdo. Apds 18 horas, o produto 42 foi obtido com rendimento

quantitativo (esquema 15).

(o} NH,
EtOOC
A
\/N THF h
d R O 4
38 NH,OH

rendimento = 100%

Esquema 15: Reacdo de amondlise do éster isoxazolinico de 38

A amostra foi enviada para andlise bioldgica para ser feita uma comparagdo com o0s
grupos substituintes inseridos, cloretos de benzoila para substituidos, no biciclo isoxazolinico
com o grupo protetor utilizado Cbz.

A molécula foi devidamente identificada por RMN lH, RMN *Ce IV, como mostram
os espectros das figuras 27, 28 e 29, respectivamente. Os seus deslocamentos quimicos de 'H

e Cem ppm, estdo representados na figura 26.
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Figura 28: Dados espectroscopicos de 42. Deslocamento quimico em ppm.
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5.9 Reacao de desprotecao do nitrogénio pirrolidinico de 42

A reacdo de hidrogendlise do grupamento CBz do heterobiciclo 42, catalisada por
Pd°/C (esquema 16), apresenta rendimento quantitativo. A formacdo da amina livre propiciou
a obtencao do produto 3-carboxamida-2-isoxazolina azabiciclica com o nitrogénio livre, sem

o grupamento benzoila p-substituido 43.

o] NH,
NN Pd2, MeOH, H, N
d — > /
42 1,5h (o) 43

g

Esquema 16: Reacdo de desprotec¢do do nitrogénio pirrolidinico de 42

Nao foi possivel obter os dados espectrométricos do produto 3-carboxamida-2-
isoxazolina azabiciclica com o nitrogénio livre 43. Provavelmente o produto, como ja
aconteceu com o nucleo isoxazolinico de 6 membros 46, nao ¢é estavel quando solubilizado,
devido a uma possivel degradacdo (Esquema 17). Porém, quando na forma de p6, a CCD
acusa apenas um unico produto, sem degradacdo. Dessa forma, uma alternativa seria obter o
sal, cloridrato, do produto 43. Contudo, ndo foi possivel a sintese do sal a tempo de ser

discutida neste trabalho.

(0] NH2 o NH2
N'N XN 3
A T / - DEGRADACAO
+) O —
I
H

Esquema 17: Degradacdo do produto 43 possivelmente devido a abertura do anel isoxazolinico.
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6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Materiais e Métodos:

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

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

Cloroférmio foi seco sobre cloreto de calcio anidro. Tetraidrofurano (THF) foi tratado
com sodio/benzofenona e destilado imediatamente antes do uso. Acetato de etila e hexano,
utilizados em colunas cromatograficas, foram destilados. Quando ndo mencionado, reagentes
e solventes foram utilizados sem prévio tratamento.

A andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi efetuada em cromatofolhas
de aluminio (gel de silica 60), com espessura de 0,2 mm, contendo indicador para 254 nm. A
visualizagdo das manchas foi efetuada com lampada de U.V. ENF - 2400 C/F, acido
fosfomolibdico 7% em etanol, seguido de aquecimento ou por absorcao de iodo.

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

Os produtos soélidos tiveram seu ponto de fusdo aferidos em aparelho FISATOM
431D, e ndo foram corrigidos.

O aparelho de ultra-som utilizado foi Unique® modelo USC 1400A com frequéncia de
40 KHz.

Os espectros no infravermelho (IV-FT) foram obtidos em aparelhos PerkinElmer®
(Spectrum 400), com dispositivo de reflectincia total atenuada (ATR) com cristal de selénio.

Os espectros RMN de 'H, e RMN "°C foram obtidos em aparelhos Variam Unity 300
MHz. Os deslocamentos quimicos (0) sdo expressos em ppm, tendo como padrao interno o
tetrametilsilano para RMN '"H e 0 solvente da andlise (DMSO-d¢ ou CDCl3) para RMN de
BC. Os sinais dos espectros de RMN 'H sdo designados da seguinte forma: deslocamento
quimico (ppm), multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, dl = dubleto largo, t = tripleto, tl =
tripleto largo, q = quarteto, dd = duplo dubleto, dt = duplo tripleto, ddl = duplo dubleto largo,
m = multipleto, ml = multipleto largo, sl = sinal largo), constante de acoplamento (Hz) e

nimeros de hidrogénios.



61

6.2 Sintese do trimero da 1-pirrolina 36

Na23208 25%
NaOH(aq)

AgNO;
—_— > y — >
02C N
| H,0
36

H
Uma solugdo aquosa de hidroxido de sddio (5,74 g; 144,0 mmol) foi preparada, e a

(]
[l
Q0

pirrolidina

temperatura de 0°C, sob vigorosa agitacdo, adicionou-se a pirrolidina (5,8 mL; 72,0 mmol), e
nitrato de prata (59,0 mg; 0,33 mmol), em um total de 70,0 mL de 4gua. Por fim, uma solucdo
25% de perssulfato de sédio (6,91 g; 72,0 mmol; 67,0 mL) foi adicionada lentamente ao
sistema pré-reacional, o qual permaneceu em agitacdo por uma hora a 0°C e por mais trés
horas a temperatura ambiente.

A solugao escura resultante foi extraida com diclorometano (4 x 30,0 mL). Secou-se a
fase organica sobre sulfato de s6dio anidro e apds remog¢do do solvente obteve-se 4,13 g de
um liquido amarelado viscoso, correspondendo a um rendimento de 60 % do trimero 36.

O trimero 36 ¢ utilizado, o mais rapido possivel, sem qualquer purificagdao adicional,

na preparagao do enecarbamato N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina, devido a sua instabilidade.

Propriedades Fisicas de 36

- Oleo amarelo viscoso;

- Sensivel a solventes proticos.

DADOS ESPECTROMETRICOS
RMN de 'H (CDCl;, 6, ppm, 300 MHz, t.a.).

(parte do monomero estd presente, devido ao equilibrio).

1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m); 2,99 (m); 3,82(m); 7,59 (s).
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6.3 N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 37

T —[G) =1

6a 7
36 - 3

No aparelho de ultra-som deixou-se o trimero 36 ( 1,5g; 7,26 mmol ) com 70 mL de
THF durante 30 minutos a 60° C, depois adicionou-se TEA (2 mL; 14,34 mmol) e foi deixado
no ultra-som por mais 30 minutos a 60° C. Foi adicionado lentamente ( aproximadamente 30
minutos), com o auxilio de uma seringa, o cloroformato de benzila (2,5 mL; 7,42 mmol).
Desligou-se o aquecimento e a reacdo foi deixada por mais 1 hora no ultra-som.

A suspensdo foi filtrada em funil sinterizado e apds remocdo do solvente, obteve-se
um Oleo amarelado. O cloreto de benzila, presente como subproduto, foi removido por
filtracdo simples em coluna cromatografica “flash”, utilizando-se hexano e acetato,
AcOEt/hexano 1:9. Obteve-se 0,56g de um liquido incolor correspondendo a um rendimento

de 40% do enecarbamato 37.

Propriedades Fisicas de 37

- Oleo incolor

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

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 6, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

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

LV.( cm'l), principais sinais.

3.032,2.956, 1.706, 1.618, 1.422, 1.342, 1.214, 1.128, 756, 698.
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6.4 Clorooximidoacetato de etila 27

® Cl
s H3N\/U\/0Et —» Et

I\K

Glicina esterificada 27 OH

Em um baldo de 250 mL foi adicionado o cloridrato do éster etilico da glicina (10,20
g; 73,0 mmol), dgua destilada (15,0 mL); e 4cido cloridrico concentrado (6,3 mL; 73,0 mmol).
Em seguida resfriou-se essa solucdo em banho de gelo/NH4Cl. Sob forte agitagao e mantendo-
se a temperatura do banho nunca acima de 0° C, adicionou-se lentamente, via funil de adicao,
a solucao de nitrito de sodio (5,1 g; 73,0 mmol; 9,0 mL de dgua). Ao término desta adicdo
repetiu-se o processo, adicionando-se mais um equivalente de HCI concentrado e de nitrito de
sédio. Deixou-se a solucdo resultante em agitacao por mais 15 min a mesma temperatura. Em
seguida o produto foi extraido com cloroférmio (4 x 40,0 mL) e seco sob sulfato de sédio
anidro.

Apds remocao do solvente, seguido de adi¢do de hexano, ocorreu intensa precipitacao
de cristais brancos, onde esses foram lavados com hexano e secos sob vacuo. Obteve-se 5,0 g

do produto identificado como 27, correspondendo a um rendimento de 45 %.

Propriedades Fisicas de 27

- Ponto de Fusao 80° C, conforme literatura.
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6.5 Ester 6-benzil-3-etil do dcido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo [3,2-d]isoxazol-3,6-
dicarboxilico 38

(o) ov
N @_I
N )
)\ N
0~ o OJ\O
38

Em um baldo, acoplado a um funil de adi¢do com equalizador de pressao e contendo
um agitador magnético, foi adicionado o enecarbamato 37 (0,56g ; 2,75 mmol) e cloroférmio
seco (9 mL). Em seguida, adicionou-se a trietilamina (1,3 mL; 9,32 mmol). A este sistema,
sob forte agitacdo, adicionou-se lentamente gota a gota, a solucdo cloroférmica de
clorooximidoacetato de etila 27, precursor do dipolo 28, (1 g; 6,62 mmol) em 12 ml de
cloroférmio seco. A reacdo foi acompanhada através de CCD, onde se percebeu a formacgdo
do produto, cicloaduto 38, desde o inicio da adicao do precursor 27 do N-6xido de nitrila.

Ap6s 30 minutos do término da adi¢ao do precursor, observou-se através de CCD o
total consumo do material de partida; removeu-se o solvente. O sal formado, cloreto de
trietilamonio, foi filtrado em funil sinterizado, utilizando-se acetato de etila. Apds remog¢do do
solvente, obteve-se um 6leo amarelo escuro e bastante viscoso. O produto bruto foi submetido
a cromatografia em coluna “flash” (gel de silica, AcOEt/Hexano 2:3), obtendo-se 0,6 g do

cicloaduto 38, correspondendo a um rendimento de 70%.

Propriedades Fisicas de 38

- Oleo amarelo claro viscoso.

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

RMN de 'H (CDCl3, 9, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

7,36 (m; SH); 6,53 e 6,42 (d; J=7,5Hz; 1H; rotameros); 5,2 (m; 2H); 4,36 (m; 2H); 4,08 (m;
1H); 3,84 (m; 1H); 3,18 (dt; J= 11,1Hz; J= 11,1Hz; J=6,3; 1H); 2,23 (m; 2H); 1,37 (t;
J=7,2Hz; 3H).

6.6 Ester etilico do dcido 3a4,5,6,6a-tetrahidropirrolo[3,2-dJisoxazol-3-carboxilico 39

o o}

N o Ov
NN NN
0/ —— /
N (o]
PN |
o H

38 39

Dissolveu-se o cicloaduto 38 (0,6 g; 3,26 mmol) em metanol P.A. (80 mL). Em
seguida, adicionou-se o palddio/carbono 10% (50 mg) a mistura reacional e sob agitacao
vigorosa, borbulhou-se o gas hidrogénio durante uma hora e meia, quando por CCD acusou o
fim da reacdo.

Promoveu-se uma filtracdo a vdcuo, sobre camada de celite e apds remogdo do
solvente, obteve-se a isoxazolina N-desprotegida 39 pura, correspondendo a um rendimento
quantitativo. O composto 39 foi utilizado nas reacdes subseqiientes sem necessidade de

submeté-lo a qualquer procedimento de purificacao.

Propriedades Fisicas de 39

- Oleo incolor

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

RMN de 'H (CDCl;, 5, ppm, 300 MHz, t.a.).

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

RMN de *C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.).

160,5 (C); 152,3 (C); 100,8 (CH); 61,9 (CH,); 49,1 (CH,); 42,8 (CH); 29,9 (CH,); 14,0 (CH3).

6.7 Ester etilico do 4cido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6a tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-
dlisoxazol-3-carboxilico 40a

T

Em um baldo foram solubilizados em cloroférmio (60 mL) a isoxazolina N-
desprotegida 39 (0,55 g; 2,98 mmol) e trietilamina seca (0,7 mL; 5,7 mmol). Sob vigorosa
agitacdo, adicionou-se cloreto de 4-fluorobenzoila (0,7 mL; 5,9 mmol), solubilizado em 3 mL
de cloroférmio, lentamente durante 30 minutos, sob atmosfera de argdnio. A reacdo foi
deixada sob agitacdo, a temperatura ambiente, por mais uma hora adicional, quando a CCD
acusou total consumo de 39.

Ap6s remogdo do solvente, promoveu-se uma extracdo com 10 mL de acetato de etila
para dissolver o produto reacional, seguida de 5 mL de dgua destilada e mais 4 x 10 mL de
acetato de etila. A solucdo foi seca sobre sulfato de sédio anidro e apds remog¢ao do solvente

obteve-se o produto bruto.
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O produto foi purificado através de cromatografia em coluna “flash” (gel de silica,
AcOEt/Hexano 3:7), obtendo-se 0,78 g do cicloaduto 40a, correspondendo a um rendimento

de 86%.

Propriedades Fisicas de 44a

- Oleo pouco viscoso amarelado

- Rf = 0,39 (AcOEt/hexano 1:1)

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 9, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

1,38 (t; J = 7,0 Hz; 3H); 2,22 (m; 1H); 2,40 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,5Hz; 1H); 3,20 (ml; 1H);
4,12 (t; J = 8,0Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl; 2H).

RMN de *C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

14,08 (CH3); 27,95 (CH,); 43,53 (CHy); 51,19 (CH); 62,4 (CH,); 96,17(CH); 115,6(d; J =
21,5Hz; CH); 130,4(CH); 164,1(d; J = 250,0Hz; C-F); 131,0(C); 152,4(C); 159,8(C=0);
168,7(C=0).

LV.-FT (cm™), principais sinais.
3.030, 2.986, 2.860, 1.721, 1.652, 1.600, 1.509, 1.408, 1.270, 1.131; 931, 853.

6.8 Ester etilico do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo|[3,2-
dlJisoxazol-3-carboxilico 40b

o (o}
\/
o 0.
\/
NN
\N > (o)
/
o
| o}
H
39 40b
cl

Procedimento experimental idéntico ao item 6.7.
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Isoxazolina N-desprotegida 39 (0,3 g; 1,62 mmol), trietilamina seca (0,4 mL; 2,94
mmol), cloroférmio seco (35 mL) e cloreto de 4-clorobenzoila (0,2 mL; 1,62 mmoles).

Uma extracdo com acetato de etila, seguida de uma cromatografia em coluna “flash”
(gel de silica AcOEt/hexano 3:7), forneceu 0,47 g do cicloaduto 40b, correspondendo a um
rendimento de 95 %.

Propriedades Fisicas de 40b

- Oleo pouco viscoso amarelado.

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

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 6, ppm, 300 MHz, t.a.) presenca de rotameros.

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

RMN de *C (CDCl;, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

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

LV.-FT (cm™), principais sinais.
2.985, 1.724, 1.650, 1.591, 1.408, 1.270, 1.180, 1.132, 1.015, 931, 836, 756.

6.9 Ester etilico do acido 6-(4-bromobenzoil)-4,5,6a tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-
dlisoxazol-3-carboxilico 40c

o (o}
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39 40c
Br

Procedimento experimental idéntico ao item 6.7.
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Isoxazolina N-desprotegida 39 (0,5 g; 2,71 mmol), trietilamina seca (0,5 mL; 3 mmol),
cloroférmio seco (40 mL) e cloreto de 4-clorobenzoila (0,6 mL; 2,71 mmoles).

Uma extragdo com acetato de etila, seguida de uma cromatografia em coluna “flash”
(gel de silica AcOEt/hexano 3:7), forneceu 0,89 g do cicloaduto 40¢, correspondendo a um

rendimento de 90 %.

Propriedades Fisicas de 40c

- Oleo pouco viscoso amarelado.

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

6.10 Amida do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6a tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-dJisoxazol-3-
carboxilico 41a

Et0OC o) NH,

Y,

O\Z
/
O\Z

H
jury
Q0

40a

1,48g ( 0,45 mmol) do éster 40a foram solubilizados em 210 mL de THF e 71 mL de
NH4OH concentrado (25%). A reagdo permaneceu sob forte agitacdo durante 18h, quando o
consumo total de 40a foi evidenciado por CCD.

Ap6s remogdo do THF, ocorreu precipitagdo da amida, que € insolivel em &4gua.

Filtrou-se o produto sob vicuo. O sélido retido no funil sinterizado foi solubilizado em
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cloroférmio e seco com sulfato de sédio anidro. Removeu-se o solvente o obteve-se 0,87g da

amida 41a correspondendo a um rendimento de 66%.

Propriedades Fisicas de 41a

- P6 amorfo branco.
- Rf = 0,26 (AcOEt/hexano 6:4).
- Faixa de fusao: 222 - 224° C

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 9, ppm, 300 MHz, t.a.) presenca de rotameros.

2,2(ml;2H); 3,05 - 3,49(m; 2H;); 4,19(tl,1H); 6,17 e 6,68 (sl; 1H; rotimeros); 7,34(sl; H);
7,68(s; 4H); 7,94(s,1H).

RMN de “*C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

26,9 e 28,3 (CH2); 43,5 e 47,5 (CH, rotameros); 49,9 e 51,7 (CH; rotdmeros); 92,2 ¢ 94,7
(CH; rotameros); 115,3 e 115,6 (CH,d,’J= 21,5 HZ); 130,2 (CH); 131,8 (C); 155,2(C=N);
160,6 (C=0); 161,5 e 164,8 (C, d, 1J=246 HZ); 167,9 (C=0).

LV.-FT (cm™), principais sinais.
3351, 3167, 2969, 1662, 1638, 1412 1385, 846, 759, 688.

6.11 Amida do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-d]isoxazol-
3-carboxilico 41b

EtOOC o _NH,

o/

cl ol
40b

Procedimento experimental idéntico ao item 6.10
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Cicloaduto p-cloro 40b (0,56g; 0,18 mmol), 80 mL de THF e 27 mL de NH,OH
concentrado .
Removeu-se o solvente o obteve-se 0,42g da amida 41b correspondendo a um

rendimento de 85%.

Propriedades Fisicas de 41b

- P6 amorfo branco.
- Rf = 0,26 (AcOEt/hexano 6:4).
- Faixa de fusao: 234 - 236° C

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 6, ppm, 300 MHz, t.a.) presenca de rotameros.

2,18 (ml; 2H); 2,9 — 3,6 (m; 2H); 4,19 (tl, 1H); 6,17 (d; J= 7,2 Hz; 1H; rotimero em 6,66);
7.58 (sl; 4H); 7,69 (s, 1H); 7.94 (s, 1H).

RMN de *C (CDCl;, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

26,8 (CH2); 43,5 (CH2); 51,9 (CH); 94,5 (CH); 128,5 (CH); 129,6 (CH); 134,2 (CH); 135,3
(C); 152,2 (C); 160,5 (C=0); 167,9 (C=0).

LV.-FT (cm™), principais sinais.
3351, 3162, 2925, 1662, 1638, 1404, 1385, 837, 751, 685.

6.12 Amida do acido 6-(4-bromobenzoil)-4,5,6a tetrahidro-3ah-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-
carboxilico 41c¢

EtOOC o NH,

/

O\Z
Y,
O\z

Br
Br

40c 4lc
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Procedimento experimental idéntico ao item 6.10

Cicloaduto p-bromo 40c¢ (0,89g; 0,27 mmol), 126 mL de THF e 43 mL de NH,OH
concentrado .

Removeu-se o solvente o obteve-se 0,364g da amida 4lc¢ correspondendo a um

rendimento de 45,5%.

Propriedades Fisicas de 41¢

- P6 amorfo branco.
- Rf = 0,26 (AcOEt/hexano 6:4).
- Faixa de fusao: 239 - 241°C

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 9, ppm, 300 MHz, t.a.) presenca de rotameros.

2,23 (ml; 1H); 2,48 (ml; 1H); 3,18 (ml; 1H); 4,44 (ml; 1H); 4,16 (tl, 1H) 5,46 - 6,5 (sl; 2H);
6,16 e 6,9 (sl; 1H; rotameros); 7,59 ( sl; 4H).

LV.-FT (cm™), principais sinais.
3379, 3161, 2889, 1685, 1637, 1409, 1392, 824, 749.

6.13 Amida do acido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo [3,2-d]isoxazol-3,6-dicarboxilico 42

EtOOC

Procedimento experimental idéntico ao item 6.10
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Cicloaduto-Cbz 38c¢ (1,58g; 0,502 mmol), 220 mL de THF e 77 mL de NH,OH
concentrado.
Removeu-se o solvente o obteve-se 0,705g da amida 42 correspondendo a um

rendimento de 50%.

Propriedades Fisicas de 42

- P6 amorfo branco.
- Rf = 0,25 (AcOEt/hexano 7:3).
- Faixa de fusao: 160 - 163° C

DADOS ESPECTROMETRICOS

RMN de 'H (CDCl3, 9, ppm, 300 MHz, t.a.) presenca de rotameros.

7,39 (sl; 2H); 7,33 (sl; 3H); 6,6 e 6,3 (sl,1H; rotameros); 6,6 - 5,8 (sl, 2H); 5,2 (ml, 2H); 4,1
(m; 1H); 3,8 (tl; 1H); 3,1 (m; 1H); 2,4 (m; 1H); 2,2 (m; 1H).

RMN de “*C (CDCl3, 8, ppm, 75 MHz, t.a.)

160,8 (C=0); 153,2 (C=0); 135,9 (C); 128,5 (CH); 128,2 (CH); 128,1 (CH); 94,9 ¢ 94,2 (CH,
rotimeros); 67,5 (CH,); 50,7 e 49,6 (CH;, rotameros); 44,2 (CH); 28,3 (CH,)

6.14 Amida do (3a, 6a)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-e-carboxamida
43

Y/,
o2

g

Procedimento experimental idéntico ao item 6.6.
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Amida-Cbz 42 ( 0,61g, 0,176 mmol), 50 mL de metanol e 0,03g de palddio/carbono
10%.

Removeu-se o solvente o obteve-se 0,3g da amida 43 correspondendo a um

rendimento quantitativo.

Propriedades Fisicas de 43

- P6 amorfo levemente amarelado.
- Rf = 0,22 (AcOEt puro).
- Faixa de fusdo: 170 - 172°C
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7 ESTUDO BIOLOGICO

7.1 Analise de Citotoxicidade

Citotoxicidade é a propriedade de uma substincia de ser toxica para as células. Os
ensaios para a avaliacdo da citotoxicidade sdo interessantes por serem ripidos, envolverem
baixo custo e permitirem a avaliagdo de diversos alvos celulares. Estes estudos fornecem
informacdes sobre diferentes funcdes ou compartimentos celulares, possibilitando a
ampliacdo do conhecimento sobre os efeitos citotéxicos causados por agentes quimicos e a
estimativa destes efeitos em humanos.

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo tais como poder
limitar o nimero de varidveis experimentais, obter dados significativos mais facilmente além

do periodo de teste ser, em muitos casos, mais curto.>*

7.1.1 Avaliacao da atividade bioldgica

Os ensaios bioldgicos foram realizados no Laboratério de Bioensaios para Pesquisa de
Farmacos (LBPF) do Departamento de Antibiéticos, da Universidade Federal de Pernambuco,
sob a responsabilidade da Professora Dra. Teresinha Gongalves da Silva.

Os experimentos ndo necessitaram de aprovacio pela Comissdo de Etica para
Experimentacdo com animais, da Universidade Federal de Pernambuco, uma vez que os testes

realizados foram todos in vitro.

7.1.2 Linhagens celulares

As linhagens tumorais utilizadas, HL60 (leucemia promielocitica), HEP-2 (carcinoma

de laringe humano) e MCF-7 (cancer de mama) foram obtidas do Banco de células do Rio de
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Janeiro, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal

bovino e 1 % de antibidtico, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

7.1.3 Metodologia

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano.””> E um método répido, sensivel e barato. Foi descrito primeiramente por
Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula.
E uma andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo. *°

As células foram plaqueadas na concentracio de 1 x 10° células/mL. As substincias
previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no meio RPMI para obten¢do da
concentracao final de 25 ug/mL e adicionadas em placa de 96 pogos (100uL/ poco). As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; a 37°C. Em seguida, foram adicionados
25 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A
absorbancia foi lida apds dissolu¢do do precipitado com DMSO puro em espectrofotdmetro
de placa a 595nm. Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos

desvio no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata.

7.1.4 Resultados e discussao

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibi¢do), com pouca atividade
(inibi¢do de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada (inibicao de
crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibi¢do de crescimento

variando de 70 a 100%).
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Pode-se observar na Tabela 01, que as percentagens de inibi¢do das células tumorais,
variaram entre 7,78% a 53,4%, dessa forma a maior parte dos compostos ndo apresentaram
atividade e apenas um composto 41a apresentou moderada atividade para a linhagem HL60.
Pode-se pressupor que os compostos nao serdo toxicos para as células normais, uma vez que,
eles ndo apresentaram toxicidade para as células tumorais. Contudo, ndo se pode afirmar sem
antes serem realizados os testes in vivo, pois as c€lulas tumorais possuem metabolismo e
caracteristicas peculiares a uma célula anormal, diferindo das células humanas normais. Pode-
se dizer apenas que esses dados sdo um indicio de que os compostos sintetizados neste

trabalho, ndo apresentardo efeitos citotoxicos para as células humanas normais.

Tabela 01 — Percentual de inibicao celular (IC%) das amostras em trés linhagens tumorais testadas na dose
de 25 pg/mL.

MCF-7 HEP HL60

Amostra 1\Idce?%a SD l\fé"g)a SD 1‘143‘,1713 SD
41a 18,14 78 10,42 4 53,45 28
41b 8,58 1.8 1675 07 32,68 25,1
e 16,45 2.9 29.4 52 4541 4,07
2 13,47 8.2 1222 19 778 23

43 11,63 4,2 14,27 1.4 9,52 5,2
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8 CONCLUSAO E PESPECTIVAS

Neste trabalho, foram desenvolvidas novas moléculas 3-carboxamidas-2-isoxazolinas
azabiciclicas por meio de cicloadicdo 1,3-dipolar entre um 6xido de nitrila, o 6xido de

carboetoxiformonitrila 28 e o enecarbamato endociclico de 5 membros 37.

\ ?OOET EtO0C
[ > _|_ C NN
1] /
)\ +l|\l — o
O -0 rac. 38
37 | 2B o)\

O racemato 38 foi submetido a reacdo de hidrogendlise para a remoc¢ao do grupamento
protetor CBz, em seguida foi N-benzoilado com os respectivos cloretos de benzoila p-
substituidos. Obtiveram-se rendimentos satisfatérios de 86% a 96%. Em seguida os produtos

foram submetidos a uma reagao de amondlise para obtencao dos produtos finais 41a-c.
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O\z

41a-R=F

41b - R=ClI

41c - R=Br
Todas as 3-carboxamidas-2-isoxazolinas azabiciclicas 4la-¢ foram devidamente
purificadas e identificadas por métodos espectrométricos de RMN *C, RMN de 'H e IV.
Contudo, o composto 43 possivelmente sofreu degradacdo ao ser solubilizado no solvente

deuterado, impossibilitando a sua identificacdo por métodos espectrométricos.

o) NH,
NN
/
(o]
|
H 43

O teste para avaliagdo da atividade citotéxica em células tumorais, feito pelo método
MTT, evidenciou que a maior parte dos compostos ndo apresentou atividade. Contudo, esses
resultados demonstram indicios que os compostos sintetizados ndo apresentardo efeitos
téxicos para as células normais, para confirmacao deste indicio sd@o necessarios testes in vivo.

Os objetivos propostos inicialmente no projeto, quanto a parte quimica, foram
plenamente executados, apresentando resultados bastante promissores que incentiva a
ampliagdo da série dos novos heterociclos isoxazolinicos.

Diante dos bons resultados quanto a parte quimica, pretende-se aumentar a série dos
compostos 3-carboxamidas-2-isoxazolinas azabiciclicas, inserindo em sua estrutura cloretos

de benzoila para, meta e orto substituidos com grupos ativantes e desativantes do anel, para
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verificar possiveis diferengas reacionais, assim como possiveis diferencas nas atividades
bioldgicas. Sintese do sal cloridrato da amida 43 para a sua elucidagdo estrutural através de
RMN 1H, RMN 13C e IV. Insercao da fun¢do acido no carbono 5 do anel pirrolidinico para
averiguacdo da atividade anti-inflamatdria, uma vez que tal funcdo estd presente em muitos
anti-inflamatérios concomitante com a fun¢do amida. Sintetizar e avaliar a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria de acidos 3-carboxamidas-isoxazolinicos aza-biciclicos

quirais.



81

REFERENCIAS

1 — NOGUEIRA, L. J.; MONTANARI, C. A.; DONNICI, C. L. Histérico da evolugdo da
quimica medicinal e a importancia da lipofilia: de Hipdcrates e Galeno a Paracelsus e as
contribuicdes de Overton e de Hansch. Revista Virtual de Quimica. v. 1, n. 3. p. 227-240,
2009.

2 - GUIDO, R. V. C.; ANDRICOPULO, A. D.; OLIVA, G. Planejamento de firmacos,
biotecnologia e quimica medicinal: aplicacdes em doengas infecciosas. Estud. av., Sao
Paulo, v.24, n.70, 2010.Disponivel em<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&p
1id=S010340142010000300006&Ing=en&nrm=iso>.Acesso em: 29 Jan.2013. http://dx.doi.
org/10.1590/S0103-40142010000300006.

3 — KOROLKOVAS, A.; BURCKHALTER, J. H.; Quimica Farmacéutica, Guanabara
Koogan: Rio de Janeiro, 1988, p. 48-49.

4 — BARREIRO, E. J.; FRAGA, C. A. M. As Bases Moleculares da A¢ao dos Farmacos. 2*
Ed. Editora Artmed, 2008. p. 63.

5 —= DALLANOCE, C.; CANOCI, M.; MATERA, C.; MENNINI, T.; AMICI, M.; GOBBI,
M.; MICHELI, C. A novel spirocyclic tropanyl-A*-isoxazoline derivative enhances citalopram

and paroxetine binding to serotonin transporters as well as serotonin uptake. Bioorganic &
Medicinal Chemistry. v. 20, p. 6344-6355, 2012.

6 — ANDRES, J. I.; ALCAZAR, J.; ALONSO, J. M.; ALVAREZ, R. M.; CID, J. M.;
LUCAS, A. L; FERNANDEZ, J.; MARTINEZ, S.; NIETO, C.; PASTOR, J.; BAKKER, M.
M.; BIESMANS, I; HEYLEN, L.I; MEGENS, A. A. Synthesis of 3a,4-Dihydro-3H-
[1]benzopyrano[4,3-c]isoxazoles,Displaying Combined 5-HTUptake Inhibiting and 2-
Adrenoceptor Antagonistic Activities: A Novel Series of Potential Antidepressants.
Bioorganic & Medicinal Chemistry. v. 13, p. 2719-2725, 2003.

7 — KARTHIKEYAN, K.; SEELAN, T. V.; LALITHA, K. G.; PERUMAL, P. T. Synthesis
and antinociceptive activity of pyrazolyl isoxazolines and pyrazolyl isoxazoles. Bioorganic &
Medicinal Chemistry. v. 19, p. 3370-3373, 2009.

8 — ZHANG, P.; WEI, C.; WANG, E.; WANG, W.; LIU, M.; YIN, Q.; CHEN, H.; WANG,
K.; LI, X.; ZHANG, J. Synthesis and biological activities of novel isoxazoline-linked
pseudodisaccharide derivatives. Carbohydrate Research. v. 351, p. 7-16, 2012.

9 — ARGYROPOULOU, E. C.; LIANIS, P.; MITAKOU, M.; GIANNOULIS, A.; NOWAK,
J. 1,3-Dipolar cycloaddition approach to isoxazole, isoxazoline and isoxazolidine analogues
of C-nucleosides related to pseudouridine. Tetrahedron. v. 62, p. 1494-1501,2006.



82

10 — RAKESH, BRUHN, D.; MADHURA, D. B.; MADDOX, M.; LEE, R. B.; TRIVEDI, A.;
YANG, L.; SCHERMAN, M. S.; GILLILAND, J. C.; GRUPPO, V.; MENEIL, M. R.;
LENAERTS, A. J.; MEIBOHM, B.; LEE, R. E. Antitubercular nitrofuran isoxazolines with
improved pharmacokinetic properties. Bioorganic & Medicinal Chemistry. v. 20, p. 6063—
6072, 2012.

11 — BALACHANDRAN, S.; GADEKAR, P. K.; PARKALE, S.; YADAV, V. N
KAMATH, D.; RAMASWAMY, S.; SHARMA, S.; VISHWAKARMA, R. A.; DAGIA, N.
M. Synthesis and biological activity of novel MIF antagonists. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters. v.21, p. 15081511, 2011.

12 - ALAM, A.; PAL, C.; GOYAL, M.; KUNDU, M. K.; KUMAR, R.; IQBAL, M. S.;
DEY, S.; BINDU, S.; SARKAR, S.; PAL, U.; MAITI, N. C.;ADHIKARI;, S.
BANDYOPADHYAY, U. Synthesis and bio-evaluation of human macrophage migration
inhibitory factor inhibitor to develop anti-inflammatory agent. Bioorganic & Medicinal
Chemistry. v.19, p. 7365-7373, 2011.

13 - OZOE, Y.; ASAHI, M.; OZOE, F.; NAKAHIRA, K.; MITA, T. The antiparasitic
isoxazoline A1443 is a potent blocker of insect ligand-gated chloride channels. Biochemical
and Biophysical Research Communications. v. 391, p. 744-749, 2010.

14 - BASAPPA, M. P;. SADASHIVA, K., MANTELINGU, S.; NANJUNDA S.
RANGAPPA, K. S. Solution-Phase Synthesis of Novel D2-Isoxazoline Libraries via 1,3-
Dipolar Cycloaddition and Their Antifungal Properties. Bioorganic & Medicinal Chemistry.
v.11, p. 4539-4544, 2003.

15 - ALMEIDA, V. M.; SANTOS, R. J.; GOES, A. J. S.; LIMA, J. G.; CORREIA, C.R. D.;
FARIA, A. R. Synthesis of new aza-bicyclic 2-isoxazolines by 1,3-dipolar cycloadditin of
endocyclic enecarbamates and enamides with nitriles oxides. Tetrahedron Letters. v. 50,
p.684-687, 2009.

16 - REIS, S. L. G. B.; ALMEIDA, V. M.; ALMEIDA, G. C.; BOAVIAGEM, K. M.;
MENDES, C. C. B.; GOES, A. J. S., MAGALHAES L. R.; SILVA, T. G.; FARIA, A. R.
Sintese e avaliacdo preliminar da atividade antinociceptiva de novas isoxazolil-aril-hidrazonas
.Quimica Nova. v. 24, n. 1, p. 76-81, 2011.

17 - ALMEIDA, V. M.; SANTOS, R. J.; GOES, A. J. S.; SOUZA, 1. A.; FARIA, A. R;
Ensaios de toxicidade aguda de amidas derivadas de novas isoxazolinas biciclicas
piperidinicas. Revista Brasileira de Ciéncias da Satide. v.9, n. 3, p. 275, 2005.

18 — ALMEIDA, V. M.; SOUZA, I. A.; GOES, A.J. S.; LIMA, J. G.; SANTANA, M. L. S.;
FARIA, A. R. Synthesis, LD50 and Anti-inflammatory Activity of 7-Benzoyl-3-
Carboxamides from Novel Heterobicycle 2-Isoxazoline[5,4-b]piperidine. In: The 4th
Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry, 2008, Porto de Galinhas -PE. Livro de



83

Resumos Brazmedchem 2008. Sao Paulo-SP : Sociedade Brasileira de Quimica - Divisao
Quimica Medicinal, 2008.

19 —- WANG, Y.; SHAO, Y.; WANG, Y.; FAN, L.; YU, X.; ZHI, X.; YANG, C.; QU, H;
YAO, X.; XU, H. Synthesis and Quantitative Structure—Activity Relationship (QSAR) Study
of Novel Isoxazoline and Oxime Derivatives of Podophyllotoxin as Insecticidal Agents.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. v.60, p. 8435-8443, 2012.

20 - RAKESH; BRUHN, D.; MADHURA, D. B.; MADDOX, M.; LEE, R. B.; TRIVEDI,
A.; YANG, L.; SCHERMAN, M. S.; GILLILAND, J. C.; GRUPPO, V.; MCNEIL, M. R;;
LENAERTS, A.; MEIBOHM, B.; LEE, R. E. Antitubercular nitrofuran isoxazolines with
improved pharmacokinetic properties. Bioorganic & Medicinal Chemistry. v. 20, p. 6063-
6072, 2012.

21 — ANDRES, J. I; ALCAZAR, J.; ALONSO, J. M.; ALVAREZ, R. M.; CID, J. M.; DE
LUCAS, A. I, FERNANDEZ, J.; MARTINEZ, S.; NIETO, C.; PASTOR, J.; BAKKER, M.
H.; BIESMANS, I; HEYLEN, L. I.; MEGENS, A. A. Synthesis of 3a,4-Dihydro-3H-
[1]benzopyrano[4,3-c]isoxazoles, Displaying Combined 5-HTUptake Inhibiting and o2-
Adrenoceptor Antagonistic Activities: A Novel Series of Potential Antidepressants.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. v. 13, p. 2719-2725, 2003.

22 - ZHANG, P.; WEI, C.; WANG, E.; WANG, W.; LIU, M.; YIN, Q.; CHEN, H.; WANG,
K.; LI, X.; ZHANG, J. Synthesis and biological activities of novel isoxazoline-linked
pseudodisaccharide derivatives. Carbohydrate Research. v. 351, p. 7-16, 2012.

23 - TANTAWY, A. S.; NASR, M. N. A,; EL-SAYED, M. A. A.; TAWFIK, S. S. Synthesis
and antiviral activity of new 3-methyl-1,5-diphenyl-1Hpyrazole derivatives. Medicinal
Chemistry research. v. 21, p. 4139-4149, 2012.

24 — SADASHIVA, M. P.; BASAPPA; NANJUNDASWAMY, S.; LI, F.; MANU, K. A;
SENGOTTUVELAN, M.; PRASANNA, D. S.; ANILKUMAR, N. C.; SETHI, G
SUGAHARA, K.; RANGAPPA, K. S. Anti-cancer activity of novel dibenzo[b,f]azepine
tethered isoxazoline derivatives. BMC Chemical Biology. v. 12, p. 1472-6769, 2012.

25 — SHI, L.; HU, P.; WEI, Y.; LIANG, Y.; YANG, Z.; KE, S. Anthranilic acid-based
diamides derivatives incorporating aryl-isoxazoline pharmacophore as potential anticancer
agents: Design, synthesis and biological evaluation. European Journal of Medicinal
Chemistry. v. 54, p. 549-556, 2012.

26 — QUAN, M. L.; ELLIS, C. D.; HE, M. Y.; LIAUW, A. Y.; LAM. P. Y. S.; ROSSL, K. A_;
KNABB, R. M.; LUETTGEN, J. M.; WRIGHT, M. R.; WONG, P. C.; WEXLER, R. R.
Nonbenzamidine Isoxazoline Derivatives as Factor Xa Inhibitors. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters. v. 13, p. 1023 — 1028, 2003.



84

27 — BASAPPA, M. P.; SADASHIVA, K.; MANTELINGU, S.; RANGAPPA, K. S.
Solution-Phase Synthesis of Novel D2-Isoxazoline Libraries via 1,3-Dipolar Cycloaddition
and Their Antifungal Properties. Bioorganic & Medicinal Chemistry. v. 11, p. 4539 — 4544,
2003.

28 — KARTHIKEYAN, K.; VEENUS, S. T.; LALITHA, K. G.; PERUMAL, P. T. Synthesis
and antinociceptive activity of pyrazolyl isoxazolines and pyrazolyl isoxazoles. Bioorganic &
Medicinal Chemistry Letters. v. 19, p. 3370 — 3373, 2009.

29 — BALACHANDRAN, S.; GADEKAR, P. K.; PARKALES, S.; YADAV, V. N,
KAMATH, D.; RAMASWAMY, S.; SHARMA, S.; VISHWAKARMA, R. A.; DAGIA, N.
M. Synthesis and biological activity of novel MIF antagonists. Bioorganic & Medicinal
Chemistry Letters. v. 21, p. 1508 — 1511, 2011.

30 - ALAM, A.; PAL, C.; GOYAL, M.; KUNDU, M. K.; KUMAR, R.; IQBAL, M. S.; DEY,
S.; BINDU, S.; SARKAR, S.; PAL, U.; MAITI, N. C.; ADHIKARI, S
BANDYOPADHYAY, U. Synthesis and bio-evaluation of human macrophage migration
inhibitory factor inhibitor to develop anti-inflammatory agent. Bioorganic & Medicinal
Chemistry. v. 19, p. 7365 - 7373, 2011.

31 - ALMEIDA, V. M.; SANTOS, R. J.; GOES, A. I. S.; SOUZA, 1. A.; FARIA, A. R.;
Ensaios de toxicidade aguda de amidas derivadas de novas isoxazolinas biciclicas
piperidinicas. Revista Brasileira de Ciéncias da Satide. v.9, n. 3, p. 275, 2005.

32 — MAHESWARLI, S. V.; PERUMAL, S. A facile sequential three-component regio- and
stereoselective synthesis of novel spiro-isoxazoline/acridinone hybrids. Tetrahedron Letters.
v. 53, p. 6885-6888, 2012.

33- GUIRADO, A.; MARTIZ, B.; ANDREU, R.; BAUTISTA, D. A new and efficient
approach to isoxazolines. First synthesis of 3-aryl-5-dichloromethyl-2-isoxazolines.
Tetrahedron. v. 67, p. 5811-5815, 2011.

34 — ENDERS, D.; LEY, S. V.; MEHTA, G.; NICOLAOU, K. C.; NOYORI, R;
OVERMAN, L. E.; PADWA, A. 12 Topics in Heterocyclic Chemistry. Springer, Berlin.
2008, p.3

35 — CHAKRABORTY, B.; LUITEL, G. P. An efficient ecofriendly protocol for the
synthesis of novel fluoro isoxazoline and isoxazolidines using N-benzyl fluoro nitrone via
cycloaddition reactions. Tetrahedron Letters. v. 54, p. 765-770, 2013.

36 - KARTHIKEYAN, K.; SEELAN, T. V.; LALITHA, K. G.; PERUMAL, P. T. Synthesis
and antinociceptive activity of pyrazolyl isoxazolines and pyrazolyl isoxazoles. Bioorganic &
Medicinal Chemistry. v. 19, p. 3370-3373, 2009.



85

37 — HOUK, K. N.; SIMS, J.; DUKE, R. E.; STROZIER, R. W.; GEORGE, J. K. Frontier
Molecular Orbitals of 1,3 Dipoles and Dipolarophiles. Journal of the American Chemical
Society. v. 95, n. 22, 7287-7301, 1973.

38 - ENDERS, D.; LEY, S. V.; MEHTA, G.; NICOLAOU, K. C.; NOYORI, R;
OVERMAN, L. E.; PADWA, A. 13 Topics in Heterocyclic Chemistry. Springer, Berlin.
2008, p.2.

39 — KISS, L.; NONN, M.; FULOP, F. Syntheses of Isoxazoline-Based Amino Acids by
Cycloaddition of Nitrile Oxides and Their Conversion into Highly Functionalized Bioactive
Amino Acid Derivatives. Synthesis. v. 44, p. 1951-1963, 2012.

40 — FLEMING, 1. Frontier Orbitals and Organic Chemical Reactions. John willey and Sons,
New York, p.93, 1976.

41 - KISS, L.; NONN, M.; FULOP, F. Syntheses of Isoxazoline-Based Amino Acids by
Cycloaddition of Nitrile Oxides and Their Conversion into Highly Functionalized Bioactive
Amino Acid Derivatives. Synthesis. v. 44, p. 1951-1963, 2012.

42 — FLEMING, I. Frontier Orbitals and Organic Chemical Reactions. John willey and Sons,
New York, p.93, 1976.

43 — GOTHEIF, K. V.; JORGENSEN, K. A. Asymmetric 1,3-dipolar cycloadditions
reactions. Chemical Reviews. v. 98, p. 863-909, 1998.

44 - ENDERS, D.; LEY, S. V.; MEHTA, G.; NICOLAOU, K. C.; NOYORI, R
OVERMAN, L. E.; PADWA, A. 12 Topics in Heterocyclic Chemistry. Springer, Berlin.
2008, p.15

45 - ENDERS, D.; LEY, S. V.; MEHTA, G.; NICOLAOU, K. C.; NOYORI, R
OVERMAN, L. E.; PADWA, A. 13 Topics in Heterocyclic Chemistry. Springer, Berlin.
2008, p.14.

46 - ALMEIDA, V. M. Sintese assimétrica de 3-carboxamidas enantiomericamente puras e de
hidrazidas e  aril-hidrazonas, derivas do novo  heterociclo  7-(benzoil)-2-
isoxazolina[5,4b]pirrolidina. Avaliacdo das atividades bioldgicas. Recife. Tese de Doutorado,
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Pernambuco, 2008.

47 - TANG, S.; HE, J.; SUN, Y.; HE, L.; SHE, Y. Efficient and Regioselective Synthesis of
5-Hydroxy-2-isoxazolines: Versatile Synthons for Isoxazoles, B-Lactams, and y-Amino
Alcohols. The Journal of Organic Chemistry. v. 75, n. 6, p. 1961-1966, 2010.

48 — KAMETANI, T.; HUANG, S. P.; YOKOHAMA, S.; SUZUKI, Y.; IHARA, M. Studies
on the Syntheses of Heterocyclic Compounds. 800. A Formal Total Synthesis of (+/-)-



86

Thienamycin and a ( +/-)-Decysteaminylthienamycin Derivative. Journal of the American
Chemical Society. v.102, n. 6, p. 2060-2065, 1980.

49 - ALMEIDA, V. M. Reacdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar de enecarbamatos e enamidas
endociclicas de 6 membros com n-6xidos de nitrila. Sintese e avaliacdo das atividades anti-
inflamatérias e antimicrobiana de derivados isoxazolinicos biciclicos piperidinicos. Recife.
Dissertacao de Mestrado, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de

Pernambuco, 2003.

50 - SANTOS, R. J. Reagdes de cicloadicdo 1,3-dipolar de enecarbamatos e enamidas
endociclicas de 5 membros com n-6xidos de nitrila. Sintese e avaliacdo das atividades anti-
inflamatdrias e antimicrobiana de derivados isoxazolinicos biciclicos 5 membros. Recife.
Dissertacdo de Mestrado, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de

Pernambuco, 2003.

51 — KRAUS, G. A.; NEUENSCHAWANDER, K.; A facile synthesis of N-acyl-2-pyrrolines.
The Journal of Organic Chemistry. v. 46, p. 4791-4792, 1981.

52 — CECCHI, L.; SARLO, F.; MACHETTI, F. Isoxazoline derivatives from activated
primary nitrocompounds and tertiary diamines. Tetrahedron Letters. v. 46 p. 7877-7879,
2005.

53 — SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J. Identificacao Espectrométrica
de Compostos Organicos. 7% Edicao; editora LTC. Rio de Janeiro, p. 97, 2006.

54 — ROGERO, S. O.; LUGAO, A. B.; IKEDA, T. L; CRUZ, A. S. Teste in vitro de
Citotoxicidade: Estudo Comparativo entre Duas Metodologias. Materials Research. v. 6, n.

3, p- 317-320, 2003.

55 - SKEMAN, P.; STORENG, R.; SCUDIERO, D.; MONKS, A.; MCMAHON, J;
VISTICA, D.; WARREN, J. T., BOKESCH, H.; KENNEY, S.; BOYD, M. R.
New colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. Journal of the National
Cancer Institute. v. 82, n. 13, p. 1107-1112, 1990.



87

56 - BERRIDGE, MV.; TAN, AS.; MCCOY, KD.; KANSARA, M.; RUDERT, F. CD95
(Fas/Apo-1)-induced apoptosis results in loss of glucose transporter function. Journal of
immunology. v. 156, n. 11, p. 4092-4099, 1996.

57 — MEDZHITOV, R. Origin and physiological roles of inflammation. Nature. v. 454, p.
428-435, 2208.

58 — CRAIG, C. R.; STITZEL, R. E.; Farmacologia moderna com aplicagdes clinicas.
Guanabara Koogan. 6 edicdo. Rio de Janeiro. p. 399-402, 2005

59 — CATRAN, S. R.; KUMAR, V.; ROBINS, S. L. Inflamag¢ao: patologia estrutural e
funcional. Guanabara Koogan. 3* edicdo. p. 33-37, 1991.

60 — BRODY, T. M.; LARNER, J.; MINERMAN, K. P.; NEU, C. H. Farmacologia Humana
— da Molécula a Clinica. Guanabara Koogan. Rio de Janeiro. p. 71-73, 1997.

61 — PHILIPS, J.; MURRAY, P. The biology of disease. Blackwell science. v. 25. p. 22-43,
1995.

62 - REIS, S. L. G. B.; ALMEIDA, V. M.; ALMEIDA, G. C.; BOAVIAGEM, K. M.;
MENDES, C. C. B.; GOES, A. J. S., MAGALHAES L. R.; SILVA, T. G.; FARIA, A. R.
Sintese e avaliagao preliminar da atividade antinociceptiva de novas isoxazolil-aril-hidrazonas
.Quimica Nova. v. 24, n. 1, p. 76-81, 2011.

63 — KO, H. J.; SONG, A.; LAI, M. N.; NG, L. T. Immunomodulatory properties of
Xylarianigripes in peritoneal macrophage cells of Balb/c mice. Journal of
Ethnopharmacology. v.138 , n. 3, p. 762—- 768, 2011.



