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RESUMO

O surgimento de cepas bacterianas cada vez mais resistentes vem ganhando forca
através do uso indiscriminado de antimicrobianos para a prevencgdo ou tratamento
de infeccbes. Diversas drogas j& disponiveis no mercado ndo sdo suficientemente
eficazes contra os microrganismos resistentes, aumentando a necessidade do
estudo e desenvolvimento de novos farmacos para atuacdo na terapeutica.
Farmacos semi-sintéticos e sintéticos ja sdo a maioria dos utilizados, estando em
torno de 75% dos disponiveis para terapeutica. Nosso objetivo com esse trabalho foi
explorar a atividade bioldgica dessas estruturas, sintetizando através de uma
hibridacdo molecular, derivados de hidrazona, que na literatura ha varios estudos
gue mostram queesses compostos possuem diversas atividades biolégicas como
antividade antimicrobiana, antichagésica, antiepileptica dentre outras. Através de
metodologias ja dominadas em nosso laboratorio, obtivemos o cicloaduto
isoxazolinico em quantidade multi-gramas, conforme descrito em trabalhos
anteriores, a partir do enecarbamatoendociclico N(carbobenziloxicarbonil)-2-6xido de
pirrolina e carboetoxiformonitrila (CEFNO), através de uma reacdo de cicloadi¢do
1,3-dipolar. Apés reacdo de uma hidrogendlise, para remocdo do grupamento
protetor, fizemos uma reacdo de N-benzoilacdo, utilizando o cloreto 4-clorobenzoila
e o cloreto 4-fluorobenzoila. Em seguida, Através de uma condensacdo com 0 5-
nitro-2-tiofeno benzaldeido, 2-tiofeno benzaldeido e 2-Piridina benzaldeido foram
formadas as 06 novas hidrazonas isoxazolinicas. Esses compostos foram avaliados
preliminarmente quanto a sua atividade antimicrobiana através do método de difuséo
em disco contra os microrganismos de Staphylococcus aureus, Enterococus faecalis,
Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida krusei, Micrococcus luteus, e
Bacillus subtilis, apresentando atividade apenas para staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e micrococcus luteus com halos inferiores a 15mm, ndo sendo
considerados bons agentes antibacterianos contra esses microorganismos, ficando a
perspectiva da avaliacdo biolégica quanto as outras atividades relatadas.

Palavras-chave: Hidrazonas. Antimicrobianos. Staphylococcus. Bacillus.
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ABSTRACT

The emergence of bacterial strains resistant increasingly been gaining strength
through the indiscriminate use of antibiotics for prevention or treatment of infections.
Several drugs already on the market are not sufficiently effective against resistant
microorganisms, increasing the need for the study and development of new drugs for
the therapeutic action. Drugs semi-synthetic and synthetic already are most used,
with about 75% of available for therapy. Our intention with this study was to explore
the biological activity of these structures, synthesizing through a molecular
hybridization, hydrazones derivatives, in the literature there are several studies that
show that compounds have diverse biological activities such as antimicrobial activity,
Chagas, among other antiepileptic. Through methodologies have dominated In our
laboratory, we obtained the isoxazoline cycloaduct in multi-gram quantity, as
described in previous works, from enecarbamate N-(carbobenziloxicarbonile)-2-
pyrroline oxide and carboetoxiformonitrile through a reaction of 1,3-dipolar
cycloaddition. After a hydrogenolysis reaction, to remove the grouping protector,
made a reaction of N-benzoylation, using the 4-clorobenzoila chloride and chloride 4-
fluorobenzoil. Then through condensation with a 5-nitro-2-thiophene benzaldeide, 2-
thiophene benzaldeide and 2-pyridine benzaldeide were formed six new hydrazones
isoxazolines. These compounds were preliminarily evaluated as to their antimicrobial
activity by disc diffusion method against the microorganisms Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida krusei,
Micrococcus luteus, and Bacillus subtilis, showing activity only for staphylococcus
aureus, micrococcus luteus and Bacillus subtilis halos with less than 15mm, not
being considered good antibacterial agents against these microorganisms, leaving
the prospect of biological evaluation as other activities reported

Key-words: Hydrazones. Antimicrobials. Staphylococcus. Bacillus.
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1.INTRODUCAO

Os heterociclos sdo compostos bastante estudados e utilizados devido as
suas atividades farmacolégicas, por isso estdo presentes nas estruturas de muitos
farmacos mundialmente consumidos. As atividades farmacologicas desses
compostos sao diversificadas, como anti-hipertensiva, antiviral, antitumoral,

antifungica, anti-inflamatéria e analgésica'®.

Dentre essas estruturas temos as isoxazolinas, que sao heterociclos de 5
membros contendo nitrogénio e oxigénio em sua estrutura e que apresentam um

grande potencial biolégico®.

Em alguns estudos prévios em nosso grupo de pesquisa, a estrutura da 2-
isoxazolina quando condensada com um heterociclo como a pirrolidina, da origem
ao biciclo biologicamente ativa 2-isoxazolina[5-4-b]pirrolidina (Figura 01). As
atividades biolégicas dessas estruturas estdo diretamente relacionadas com os
nacleos utilizados e ja relatados na literatura com atividade anti-inflamatéria e

analgésica, antibacteriana e antifingica. ¢

Figura 01 — 2-isoxazolina[5-4-b]pirrolidina

Essa correlacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica é o objetivo
de estudo da quimica medicinal, desenvolvendo e elucidando o modo de acao dos
compostos biologicamente ativos a nivel molecular. Dentre os métodos aplicados na
quimica medicinal temos o da hibridacdo molecular, que € um método eficaz no

desenvolvimento de novas estruturas, possibilitando a obtencdo de moleculas

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho
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bioativas mais especificas e menos toxicas, aprimorando suas propriedades

farmacocinéticas e/ou farmacodinamicas®.

Sua estratégia consiste em tomar uma substancia quimica bem determinada
e de acao bioldgica conhecida como modelo ou protétipo e dai sintetizar e ensaiar
novos compostos que sejam congéneres, homologos ou analogos estruturais do
farmaco matriz, com a finalidade de potencializar os efeitos farmacoldgicos das

estruturas sintetizadas®.

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.11ISOXAZOLINAS

As isoxazolinas sdo heterociclos de 5 membros que s&o classificados
conforme o seu grau de oxidacdo (Figura 02). A partir dessas estruturas podem ser
obtidos sinteticamente substancias com promissoras atividades bioldgicas.

Figura 02. Isoxazol, Isoxazolinas e isoxazolidina

4 3 4 3
/ \ 4 3 4 3 4 3
5 /N 2 \N Y / | 5 /N 2
o 5 P 2 S 2 ©
1 o) o o 1
1 1 1
2 2-lsoxazolina 3-Isoxazolina 4-1soxazolina 6
3 4 5

Dentre as isoxazolinas, temos a 2-lsoxazolinas que apresentam varias
atividades biolégicas, como anti-inflamatéria e antiparasitaria, e sdo sintetizadas
através de reacdes envolvendo a cicloadicdo 1,3-dipolar®. Abaixo serdo citados,
através do que temos na literatura, as atividades biologicas e aplicacdes

terapéuticas das isoxazolinas.

2.2METODO DE OBTENCAO DE 2-ISOXAZOLINAS
2.2.1 Reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar

As reac0Oes de cicloadicao 1,3-dipolares entre substancias contendo ligacdes
duplas ou triplas sdo conhecidas e tém sido estudadas desde 1893. Arthur Michael
foi o responsavel pela realizacdo da primeira reagao deste tipo, entre a fenil-azida e

o acetilenodicarboxilato de etila (Figura 03)™.

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho
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Figura 03. Primeira reacéo de cicloadi¢@o entre fenilazida e alcino substituido

CO,CH3
. CO,CHg

N

V4 | N
Va il g [\
4 || Destilacéo
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| CH N
P | \

CO,CHg Ph

Essas reacOes sdo utilizadas para obtencéo de heterociclos de 5 membros
em sintese organica. A 2-Isoxazolina é uma molécula de fundamental importancia

obtida através desse método e utilizada em pesquisas académicas.

Nessas reacdes de cicloadicao 1,3-dipolar estdo envolvidos seis eletrons, nos
quais quatro elétrons m do 1,3-dipolo e dois elétrons m do dipolardfilo, reagindo em

um processo formando um cicloaduto®®.

Para obtencédo da 2-lIsoxazolina utiliza-se 6xidos de nitrila como o 1,3-dipolo

com alquenos como dipolaréfilos (Figura 04)®.

Figura 04 — Obtencao de 2-Isoxazolinas através da cicloadicao 1,3-dipolar

T R R

ct C

|- ] — /
N N+ N\

| 0
o) o)

As ligacdes para formacéo da 2-Isoxazolina ndo acontecem simultaneamente
devido a linearidade da molécula do N-6xido de nitrila, havendo a formacdo de um
intermediario durante a reacdo, possuindo um rendimento em torno de 70%,

conforme dados da literatura.

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho
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2.3 HIDRAZONAS

Hidrazona é um composto organico que possui em sua estrutura semlhante
a R;CH=NNR2. S&o estruturas relatadas na literatura como responsaveis por
propriedades farmacoldgicas importantes, como antimicrobiana, analgésica, anti-
inflamatoria e anticonvulsivante. A seguir serdo relatadas alguns estudos que

demonstram as propriedades farmacoldgicas das hidrazonas.

Alguns compostos hidrazénicos 15 foram estudados e testados sua atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, variando um heteroatomo no anel
heterociclico e um substituinte do anel benzenico, apresentando uma atividade na
concentracdo de 0.16-63.00 pg/mL 9,

(@]
R 15
N——N
7N/ |
H X

NO,

Derivados de hidrazonas 16 foram sintetizados a fim de determinar suas
atividades antimicrobianas, demonstrando que os compostos com o0 enxofre como
substituinte apresentaram uma atividade significativa contra o Staphylococcus
aureus, enquanto que 0s compostos com 0 oxigénio como substituinte apresentaram
uma maior atividade comparados as outras hidrazonas contra Mycobacterium

fortuitum, em uma concentracdo de 32 pg/mL"®,

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho
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Uma série de compostos de hidrazonas 17 foram sintetizados e avaliados
quanto a sua atividade analgésica e antiinflamatéria. A hidrazona sintetizada foi
comparada com a indometacina e a dipirona, drogas utilizadas na terapeutica com
antividade anti-inflamatéria e analgésica, mostrando uma maior potencia quanto

essas atividades™?.

RN

Derivados de hidrazonas 18 foram caracterizados quanto a sua atividade
anticonvulsivante. O modelo animal utilizado o ensaio com pentilenotetrazol foi
utilizado e revelou que esses derivados hidrazénicos proporcionaram uma boa

protecéo contra convulsdes®?.

R1

HaC

oO—0O
yd
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2.3.1 Obtencao de Hidrazonas

As hidrazonas séo obtidas através de reacdes de condensacao de hidrazidas
com os aldeidos. As reacBes de condensacdo entre as hidrazidas e aldeidos, ja
realizadas em estudos do nosso grupo de pesquisa, nos proporcionou a sintese de

hidrazonas 19 com bons rendimentos®®,

OMe

OMe

A hidrazona 19 foi obtida pela condensacdo do p-metoxibenzaldeido com a
hidrazida contendo o nucleo 2-isoxazolina. Os reagente foram solubilizados em
etanol e colcoados em agitacdo durante 30 minutos com o 2 gotas do &cido
cloridrico 37% como catalizador, nos fornecendo a hidrazone 19 com o rendimento
de 90%.

2.4 ATIVIDADE BIOLOGICA E APLICACAO TERAPEUTICA

O nucleo 2-Isoxazolina € encontrado em relatos na literatura em estruturas
responsaveis por diversas atividades bioldgicas importantes, como atividade

antimicrobiana, antiflingica, antiviral e anti-inflamatéria®.

Em um estudo, utilizando o nucleo da isoxazolina houve a sua introducéo,
através da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar, em antibidticos B-lactamicos
carbapenémicos 7, sendo observado que essas estruturas possuem uma importante

atividade no combate aos microorganismos Gram-positivos e Gram-negativos'”.
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As atividades antibacterianas de derivados sintetizados de isoxazolinil
oxazolidinonas foram avaliados e comprovados que os compostos testados 8 com p-
Cl como substituinte, apresentaram uma Otima atividade contra Gram-negativos

como Klebsiella pneumoniae®.
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Heterociclos contendo o nucleo 2-Isoxazolina é relatado na literatura em uma
série de heterocilcos que apresentam atividade contra bactérias Gram negativas,
sendo 0 mais potente da série a 2-Isoxazolina 9, possuindo uma excelente atividade

contra Escherichia coli®.

NHOH

OMe

0
N

9
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Uma nova estrutura semelhante a estrutura da Linezolida, que é um
antibiético sintético de amplo espectro da classe das oxazolidinonas, contendo o
nacleo 2-lsoxazolina 10 foi sintetizada e avaliada contra 0s microorganismos
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium,

apresentando uma étima atividade antimicrobiana*?.

O
)\O
/ N
o—/ NHAC

N

F Linezolida

Alguns derivados de 2-Isoxazolinas 11 e 12 com variagcdes na posicao 5 e
contendo o anel imidazol na posicdo 3 do nucleo isoxazolinico, apresentaram uma
Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) superior ao antifungico Nistatina, ja utilizados

na terapeutica, contra Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme®%.

o
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Para o virus da Influenza humana, infeccdo do sistema respiratorio
responsavel por um grande numero de internacBes hospitalares no Brasil cuja
principal complicacdo sdo as pneumonias, foi apresentado uma série de derivados
de 2-lsoxazolinas com potente atividade antiviral. A estrutura 13 apresentou uma

menor citotoxicidade e uma maior atividade antiviral*?,

0]

CN

/Z_._.—-—-—-

But l

Derivados 2-Isoxazolinas 14, também séo relatados envolvidos na inibicao
das atividades de enzimas proteoliticas envolvidas nos processos inflamatérios

cronicos, como enfisema pulmonar e a artrite reumatica™®.

0SO,Me

o N
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2.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As primeiras experiéncias conduzidas sobre substancias antimicrobianas
foram voltadas a um pigmento produzido por Pseudomonas aeruginosa (até entdo a
bactéria era desconhecida) presente no solo, sendo este uma importante fonte de
microorganismos produtores de antibiéticos™.. Esses estudos demonstraram que
essas substancias foram eficazes na inibicdo do crescimento de outras bactérias e
no tratamento de algumas patologias da época como febre tiféide e peste. Porém
uma desvantagem no seu uso era sua toxicidade, da mesma forma, outras
substancias foram descartadas por conta dos seus efeitos secundarios fazendo com
que as descobertas de novos antibiéticos diminuissem®V,

A penicilina foi descoberta por Fleming em torno de 1929 (Figura 05),
ocasionalmente ao observar o crescimento de Penicilium notatum ocorrendo
concomitantemente com a inibicdo das bactérias presentes (Staphylococcus) em

uma placa de petri, sendo somente introduzida na terapia contra algumas patologias
em 194202,

Figura 05 - Penicilina
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Apés a sua descoberta e introducdo como alternativa terapeutica, comecgou-
se a idealizar na sintese de novas substancias com propriedades semelhantes a da
penicilina através da modificacdo de algumas cadeias laterais, iniciando os estudos
de antibi6ticos semi-sintéticos como a meticilina sintetizada em 1960 e a ampicilina
em 1961“3(Figura 06).
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Figura 06 — Estrutura quimica da Meticilina e Ampicilina
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As primeiras substancias denominadas de “Sulfas” foram identificadas em
1932 na Alemanha, onde algumas substancias presentes em corantes quimicos
demonstraram atividade antibacteriana em estreptococos ao serem administrados

em alguns animais infectados®?.

Bacillus brevis foi o primeiro microorganismo isolado do solo, pelo
microbiologista Rene Dubos, produzia uma substancia, posteriormente chamada de
Gramicidina, capaz de inibir o crecimento de bactérias Gram-positivas, possuindo
alta toxicidade quando administrada sistematicamente, sendo utilizada mais
comumente por via topica®”.

Posteriormente foi descoberto o cloranfenicol, dando inicio a utilizagcdo dos
antibioticos de amplo espectro, pois essas substancias inibiam o crescimento tanto
das bactérias Gram positivas como das bactérias Gram negativas, sendo utilizadas

na época para tratamento de riquetsioses®.

Outro antibiético sintético foi o Trimetoprima em 1970, sendo combinado
posteriormente com o sulfametoxazol permitindo que os tratamentos de infeccdes

profundas fossem mais eficazes®?.

As fluoroquinolonas sdo outros agentes sintetizados a partir do acido

nalidixico e foram introduzidos na terapéutica em 1980, possuindo acdo contra um

grande nimero de agentes patégenos®’®¥(Figura 07).
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Figura 07 — Estrutura quimica do Ciprofloxacino
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Dentro de um hospital, os medicamentos, em especial os antibibticos,
representam uma enorme parcela dos gastos de um internamento. Quando
comparados a outras classes terapéuticas (analgésicos, anti-hipertensivos, e
outros), representam um gasto muito maior, principalmente quando o paciente
encontra-se em uma unidade de terapia intensiva (UTI), representando, em
percentual, em torno de 20% a 50% dos gastos®.

Estima-se que 30% dos pacientes internados fazem uso de antibiéticos e que
desse percentual 60% séo julgados inadequados para o diagndstico do paciente. Em
alguns estudos realizados foram demonstrados que as altas doses dos antibiéticos
administrados est&o relacionadas com o surgimento da resisténcia®®.

Normalmente o organismo humano possui uma microbiota que chamamos de
residente (que habitam pele, estomago, trato geniturinario, colon) e transitéria (que
habitam a pele e/ou mucosas e sdo provenientes do meio ambiente)®”- O uso de um
antibiético pode ocasionar uma alteragdo da nossa flora, eliminando ou
desenvolvendo microrganismos resistentes. Como consequéncia disso temos o
aumento no internamento e gastos com 0s pacientes e aumento da sua morbidade.
Com a finalidade de evitar o surgimento de microrganismos resistentes promove-se

o uso racional de medicamentos, em especial o de antimicrobianos®”.
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Alguns fatores contribuem para o uso inadequado e surgimento de

microrganismos resistentes como:

[ERN
1

Facilidade na aquisicdo de antimicrobianos

2- Uso indiscriminado e automedicag&o, comprometendo o tratamento na
utilizacdo de uma posologia errada e/ou para o diagndstico errado.

3- Falta de protocolos para o uso de antimicrobianos dentro de um hospital,

4- Utilizacao de antimicrobianos de amplo espectro, , aumentando as chances
para selecdo de bactérias resistentes;

5- Erros de posologia;

6- Erros de diagnéstico, sintomas do paciente pode demonstrar ser uma

infeccdo bacteriana quando na verdade € viral ou hdo é uma infecgao.

O tratamento empirico € uma pratica muito utilizada em hospitais antes de se
fazer o antibiograma®®, principalmente em pacientes imunossuprimidos com
patologia que necessita o inicio imediato do antimicrobiano. Esse tratamento € feito
conforme a caracteristica da infeccdo, sintomas apresentados pelo paciente®?.

Para a utilizagdo correta dos antimicrobianos deve-se fazer a cultura do
microrganismo e analisar os antimicrobianos eficazes através de um antibiograma,
evitando o tratamento empirico. Com o0 antibiograma pode-se escolher o
antimicrobiano mais adequado para o tratamento do paciente, avaliando sua via de
administracdo, atuacao no sitio de infeccao, toxicidade, posologia e custo®?.

Alguns centros de acompanhamento nos EUA reduziram em torno de 31%
do uso de antibiéticos apenas com campanhas educativas. Na Finlandia foi adotada
uma politica nacional de restricdo ao uso de Eritromicina, e percebeu-se que houve
uma enorme reducéo da resisténcia de Staphylococcus pneumoniae®V.

Com o surgimento das resisténcias além dos cuidados relacionados a
utilizacdo de antimicrobianos, cada vez mais € observado a importancia na pesquisa

para introducdo de novos antimicrobianos na terapéutica.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Obtencdo de novos derivados hidrazénicos 20 contendo o nucleo 2-
Isoxazolina e avaliacdo da sua potencial atividade antibacteriana e antifungica

como relatado na literatura®?.

Ry

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese de N-(p-clorobenzoil)-2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina e  N-(p-

clorobenzoil)-2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina.

e Sintese de hidrazonas derivadas do N-benzoil-2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina

e Purificacdo das etapas reacionais da sintese das hidrazonas.

e Avaliacdo das atividades antimicrobianas das novas hidrazonas

isoxazolinicas.

e Elucidagéo dos compostos obtidos.
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4. METODOLOGIA
4.1 PARTE QUIMICA

Em nosso grupo de pesquisa foi desenvolvido uma metodologia sintética
envolvendo reacfes de cicloadicdo 1,3-dipolar de enecarbamatos de 5 membros
com N-Oxido de nitrila (esquema 01). Dessa forma, foram obtidos cicloadutos
contendo heterociclos 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina com a finalidade de avaliarmos
suas potenciais atividades biolégicas.

Esquema 01 — Reacéao de cicloadi¢&o 1,3-dipolar

COOEt

COOEt \ /N

| !
+ N —_— N

" )\ )\

| ) o) R o R

enecarbamato Cicloaduto

A escolha dos grupamentos benzoila para substituicdo no nitrogenio N6 e dos
aldeidos para formacdo das hidrazonas a partir de hidrazidas 1, foi devido a
possibilidade da ocorréncia da inibicdo do crescimento microbiano, relatado com

bons resultados em estudos do nosso grupo de pesquisa.

o NHNH,
/N
c 1
N
O)\Q\
R1

R1= (p-F), (p-Cl)
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Diante dos resultados apresentados, ampliamos e continuamos o estudo
desses derivados hidrazonicos para desenvolvermos novos potenciais
antimicrobianos através da nossa metodologia sintética. A metodolgia para obtencéo

dessas estruturas serdo descritas em seguida.

| — Estudo Quimico: Sintese Organica.

I-A Obtencdo de hidrazonas derivadas do heterociclo 2-Isoxazolina[5,4-

b]pirrolidina.

O nucleo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina, utilizado como nucleo base, tornou
possivel a obtencdo dos novos derivados hidrazénicos. A rota sintética para sua

obtencao esta descrita no esquema 02 a seguir.
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Esquema 02 — Rota sintética para obtencdo das hidrazonas derivadas do heterociclo

isoxazolina[5,4-b]pirrolidina.

Etapa 1 N Etapa 2
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R;=CIF

R,= 5-Nitro-2-tiofeno benzaldeido;2-tiofeno benzaldeido,2-
piridina benzaldeido.
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A partir do trimero da 1-pirrolina 22, obtivemos o enecarbamato N-
benziloxicarbonil-2-pirrolina 23 através de uma N-acilacdo da pirrolina

Utilizando a metodologia da reacédo de cicloadicdo 1,3-dipolar, as isoxazolinas
biclicas pirrolidinicas esterificadas 24 foram sintetizadas a partir do

enecarbamato 23 com o N-Oxido de nitrila.

Uma hidrogendlise foi realizada no cicloaduto 24 para remocédo do
grupamento protetor benziloxicarbonila, formando o cicloaduto desprotegido
no nitrogénio N6 da estrutura 25.

Em seguida, submetemos o cicloaduto 25 a uma N-acilacdo do nitrogénio N6

com cloretos de benzoila p-substituidos.

Partimos entdo para a formacao das hidrazidas 1 em uma reacao entre o
cicloaduto 26 com a hidrazina, etapa importante para formacdo das

hidrazonas.

A hidrazida sintetizada 1 foi submetida a uma condensacdo com aldeidos

para a formacdo das novas hidrazonas 41-46.
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4.2 PARTE BIOLOGICA

Todos os microorganismos testes sdo procedentes do Departamento de
Antibidticos da UFPE. O estudo de atividade antibacteriana e antifungica foi
realizado segundo o método de difusdo em Agar®, As hidrazonas, obtidas
sinteticamente neste trabalho, foram submetidas aos testes antimicrobianos, em
meios de cultura para avaliacdo das hidrazonas derivados dos biciclos

isoxazolinicos sobre os microorganismos citados abaixo:

1- Staphylococcus aureus (Gram-positiva)
2- Bacillus subtillis (Gram-positiva)

3- Micrococcus luteus (Gram-positiva)

4- Enterococcus faecalis(Gram-positiva)
5- Klebsiella pneumoniae (Gram-negativa)
6- Candida albicans

7- Candida krusei

serem testadas e solubilizados em 2,0 mL de uma solu¢do CHCI3, correspondendo a
uma concentragdo de 2.500 pg/mL. O cloroférmio foi utilizado devido a boa
solubilidade das hidrazonas nesse solvente além de evitar a utilizacdo do DMSO,
gue possui comprovada atividade antimicrobiana.

Discos de papel de filtro com diametro de 6 mm foram saturados com 40,0 pL
da solugao da substancia a ser testada, correspondendo a 100,0 pg de cada produto
no disco.

Os discos de papel foram deixados dentro da capela para evaporacédo do
solvente. Apdés completa evaporacdo do solvente, estes foram aplicados na
superficie dos meios de cultura. As placas foram incubadas por 24 horas em estufa
a 37° C para as bactérias e 48 horas a 25° C para os fungos. Apos incubacao, foram

efetuadas as leituras dos didmetros dos halos de inibicdo em milimetros (mm).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO (PARTE QUIMICA)

51 SINTESE DAS HIDRAZONAS DERIVADAS DO N-(BENZOIL)-2-
ISOXAZOLINA[5,4-b]PIRROLIDINA

O material de partida utilizado foi o enecarbamato endociclido de 5 membros
obtido através de uma reacdo de N-acilacdo da pirrolina, proveniente do seu
respectivo trimero a -78 °C. Dessa forma, demos inicio a sintese conforme as etapas

relatas a seguir

5.1.1 Preparacao do trimero da 1-pirrolina 22

Através de uma oxidacédo catalitica da pirrolidina pelo persulfato de sodio,
obtivemos a Al-pirrolina 27. Essa reacao foi realizada em meio basico utlizando
como catalizador o nitrato de prata (AgNO3). O trimero da pirrolina 22 foi obtido
ainda em meio reacional por conta da instabilidade e reatividade do composto da Al-

pirrolina 27, apresentando uma boa estabilidade (Esquema 03).

Esquema 03. Obtencédo do trimero da pirrolina 22

Na28208 25%
NaOH(aq)
AgNO;3 Cat

—
N 0°C Vi
H,0 N
H 27
pirrolidina

N N
22

Rendimento = 75" %
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5.1.2 Sintese do enecarbamato endociclico N-(BENZILOXICARBONIL)-2-
PIRROLINA 23

Apbs a obtencdo do trimero da Al-pirrolina 22, partimos para a obtencao do
enecarbamato endociclico de 5 membros 23, metodologia amplamente dominada
pelo grupo de pesquisa®®. Através da N-acilacdo do trimero da Al-pirrolina 22 com o
grupo protetor carbamato de benzila (CBZ), obtivemos o enecarbamato endociclico
de 5 membros protegido 23, com um rendimento de 67% (Esquema 04).

Esquema 04. Obtencéo do enecarbamato endociclico de 5 membros protegido
N N Cloroformato de benzila )\

TEA, agitacéo, 3 horas
-78°C

Rendiment o= 67%

5.1.3 Sintese do clorooximidoacetato de etila, precursor do N-oxido de nitrila —
CEFNO 29

O clorooximidoacetato de etila 29 foi obtido em meio acido (HCI) através de
uma reacdo de oxidacéo, utilizando o nitrito de sodio (NaNO,), da glicina esterificada

28, obtendo-se um po branco (Esquema 05).

Esquema 05. Obtencéo do clorooximidoacetato de etila

1) HCI conc. O
2) NaNO,
Cl
—_——
- +H3N OEt
29
0°C N
Sob Agitacéo \OH

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho



41

5.1.4 Sintese do ester isoxazolinico 24, através da reacao de cicloadi¢édo 1,3 dipolar

O Cicloaduto do ester isoxazolinico 24 foi obtido através da reacado
desenvolvida por nosso grupo de pesquisa. A reacdo acontece através da
cicloadicdo 1,3-dipolar do N-Oxido de nitrila (formado durante a reacdo) com o
enecarbamato endociclico de 5 membros 23, formando a forma racémica do mesmo

(Esquema 06).

Esquema 06. Obtenc¢é&o do cicloaduto de ester isoxazolinico 24
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5.1.5 Reacéo de desprotecdo do 41 nitrogenio pirrolidinico de 24

Com a finalidade de obtermos uma izoxazolina benzoilada 26, partirmos para
a desprotecdo do heterociclo da 2-isoxazolina 24 através da reacdo de
hidrogendlise, retirando o carbamato de benzila (CBZ) anteriormente introduzido e
obtendo-se um isoxazolina desprotegida 25 pronta para uma N-benzoilagdo no

nitrogénio N6 (esquema 07).

Esquema 07. Obtencédo da isoxazolina desprotegida 25
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Quantitativo | 25
H
0
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5.1.6 Reacdo de N-benzoilagdo da isoxazolina desprotegida 25 com cloretos de

benzoila para substituidos 27.

Para fazermos a N-Benzoilacdo, O Cicloaduto do ester ixoxazolinico
desprotegido 25 foi colocado para reagir com o cloreto de benzoila para-substituido
27 e atraveés de reacOes de cicloadicdo 1,3 dipolar, foram sintetizadas as N-benzoil-

izoxazolina 26 de acorodo com o grupamento R* (Esquema 08).

Esquema 08. Reacdo de n-benzoilacdo da isoxazolina desprotegida com cloretos de benzoila

EtOOC
EtO0C © cl
N
N TEA(seco) O/
/ + [—
N
o CHCIS (seco) &
’\|| o5 27 ta
H Ry o

5.1.7 Sintese da hidrazida 1 derivada do heterociclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina
26.

As hidrazidas 31 obtidas foram sintetizadas através da reacdo entre a
hidrazina com as isoxazolinas pirrolidinicas 26 (esquema 09). As isoxazolinas foram
solubilizadas em etanol e adicionou-se a hidrazina a 80%. A reagdo em agitacéo,

apos 1 hora houve a formacéo da hidrazida, sendo confirmada através de CCD.

Essa etapa e de grande importancia pois para a formacao das hidrazonas na
etapa seguinte necessitamos que aconteca a formacado da hidrazida na posicao 3 do

anel isoxazolinico

As hidrazidas foram identificadas por métodos espectrométricos *H RMN e
13C RMN. Os espectros de *H RMN e IVFT da hidrazida 31 estdo demonstrados na
figura 08 e 09. Analisando os sinais, em 4,55 ppm observamos um sinal referente
aos hidrogénios NH; da hidrazida. Devido a presenca de rotameros, observamos um

sinal largo duplicado em 6,2 ppm e 6,62 ppm referente ao hidrogénio do metino, a ao
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nitrogénio na juncdo dos anéis. O hidrogénio NH da hidrazida apresenta-se como
um singleto em 9,84 ppm.

Esquema 09. Sintese da hidrazida derivada do heterociclo 2-isoxazolina[5,4-b]pirrolidina

o NHNH,
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N
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Figura 08 — Espectros de "H RMN da hidrazida 31
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Figura 09 — IVFT da hidrazida 31
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Sintese das hidrazonas 20 derivadas do heterobiciclo 2-isoxazolina [5,4-
b]pirrolidina

Através da condensacdo das hidrazidas 1 com aldeidos aromaticos (Figura

10), foi possivel a obtencdo das hidrazonas 41-46. Essa reacéo ja foi realizada em

nosso grupo de pesquisa e é bem descrito na literatura®, conforme o esquema 10.

As hidrazidas 1 foram solubilizadas em etanol, contendo o HCI concentrado (2

gotas) para funcionar como catalisador da reacdo. O aldeido aroméatico foi

adicionado sobre esta solucéo a temperatura ambiente, durando em torno de 1 hora,

havendo uma precipitagdo no meio reacional indicando a formacao da hidrazona. O

meio reacional foi resfriado em banho de gelo e neutralizado com bicarbonato de

sodio 10%. Adicionamos ainda o etanol para rescristalizagdo, sendo filtrada em funil

sinterizado e seco em recipiente contendo cloreto de calcio.
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Esquema 10. Sintese das hidrazonas derivadas do heterobiciclo 2-isoxazolina [5,4-b] pirrolidina

N
o NHNH. / Q<
H o NH Ro
Ro
N /
/ o 32
0 +
a

o 4l

O\Z

R1
R1

As hidrazidas 1 formadas variaram conforme o cloreto de benzoil utilizado na

etapa de N-benzoilacdo (p-Cl e p-F) e também nos aldéidos utilizados, nos

sintetizando 06 novos derivados hidrazénicos. A figura 10 nos mostra os aldeidos

utilizados na reagao de condensacao e a tabela 01 nos mostra os rendimentos das

hidrazonas formadas.

Figura 10 — Aldeidos aromaticos
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Tabela 01 — Rendimentos das hidrazonas sintetizadas

R Aldeidos Rendimento
Cl 5-Nitro-2Tiofeno benzaldeido 77%
Cl 2-Tiofeno benzaldeido 71%
Cl 2-Piridina benzaldeido 50%
5-Nitro-2Tiofeno benzaldeido 51%
2-Tiofeno benzaldeido 38%
F 2-Piridina benzaldeido 24%

Os rendimentos apresentaram-se abaixo da faixa relatada em outros estudos
realizados. As hidrazonas N- 4-fluorobenzoiladas foram obtidas com rendimentos
baixos, porem isso foi devido a perdas do produto durante o procedimento de

purificacao em hexano.

Uma analise minuciosa por métodos espectrométricos (*H RMN, *C RMN e

IV-FT) das Hidrazonas foi realizada para determinacao da estrutura.

A figura 11 e 12 mostra a hidrazona 35 com os sinais de 1H RMN. O
hidrogénio caracteristico do CH=N, apresentou-se como um singleto, integrando
para um unico hidrogénio, possuindo um deslocamento entre 8ppm e 9ppm,
préximos aos hidrogénios aromaticos. Um singleto proximo a 10ppm fol observado,
sendo esse sinal caracteristico do hidrogénio NN-H das hidrazonas, conforme

descritos na literatura. Os demais pontos sao caracteristicos da estrutura.

No espectro de IVFT, as bandas correspondentes aos hidrogenios

caracteristicos de hidrazonas estao em torno de 3274-3472 cm™ (Figura 13)
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Figura 11 — Hidrazona 35 com seus deslocamentos quimicos no *H RMN
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Figura 12 — Espectros de ‘H RMN da hidrazona 35
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Figura 13 — IVFT da hidrazona 35
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO (PARTE BIOLOGICA)

As hidrazonas foram submetidas, em triplicata, a testes antimicrobianos para

as bacterias (Staphilococcus aureus, Bacillus subtillis, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae) e para os fungos (Candida albicans,
Candida krusei). Na literatura, os derivados de isoxazolinas possuem uma boa

atividade para os microorganismos testados como a Klebsiella pneumoniae®.

As novas hidrazonas isoxazolinicas formaram halos pouco expressivos, nao
inibindo satisfatériamente o crescimento das bactérias analisadas, conforme a tabela
02.

Tabela 02 - Halos de inibicdo (mm) produzidas pelas hidrazonas nos microorganismos avaliados

41 42 43 44 45 46
Staphylococcus 11/11/- -/-/- | 11/11/-| 11/-/11 | -/-/- -/-1-
aureus
Bacillus subtillis 13/-/12 | 11/1x/21 | -/-/- | 11/11/- | -/-1- -/-1-
Micrococcus luteus -/-1- -/-1- -/-1- 11/-/- -/-1- -/-1-
Enterococcus -/-1- -/-1- -/-1- -/-1- -/-1- -/-1-
faecalis
Klebsiella -/-1- -/-1- -/-1- -/-1- -/-1- -/-1-
pneumoniae
Candida albicans -/-1- -/-1- -[-1-| -/-1- -/-1- -/-1-
Candida krusei -/-1- -/-1- -/-1-| -/-1- -/-1- -/-1-

As novas hidrazonas isoxazolinicas apresentaram um halo menor que 15,0
mm para 0s microorganismos testados, sendo a hidrazona que apresentou o maior
halo de inibicdo a hidrazona 41, com 13 mm de halo de inibicdo para o
microorganismo Bacillus subtilis e de 11 mm de halo de inibicdo para o
microorganismo Staphylococcus aureus. Essa mesma hidrazona 41 ndo apresentou
atividade antifingica, ndo apresentando nenhum halo de inibicdo para os fungos
analisados.
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As demais hidrazonas 42 e 44 apresentaram uma atiivdade antibacteriana
para o Bacillus subtillis menor que a hidrazona 41, possivelmente o grupo nitro
presente na posicdo 5 do aldeido introduzido no derivado isoxazolinico influencia

nas atividades contra esses microorganismos.

A hidrazona 44 apresentou ainda atividade para 0S microorganismos
Staphyllococcus aureus e Micrococcus luteus com o mesmo halo de 11 mm de

inibicao.
H H
N
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A hidrazona 43 apresentou atividade antibacteriana apenas contra o

Staphylococcus aureus, com mesmo halo de inibicdo da hidrazona 41 de 11 mm.

As hidrazonas 45 e 46 que produzida a partir da condensacdo da hidrazida
com o aldeido contendo 2-tiofeno 33 e 2-piridina 34, ndo produziu nehuma atividade

contra 0s microorganismos testados e as demais hidrazonas apresentaram uma
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baixa inibicdo. Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, hidrazonas
sintetizadas apresentaram um bom potencial antimicrobiano, com halos de inibic&o
de de até 21 mm sobre o microorganismo Staphylococcus aureus®. Os aldeidos
introduzidos no heterociclo da hidrazida contendo o nucleo da 2-isoxazolina pouco
influenciaram na atividade antimicrobiana da estrutura apesar do halo de inibicéo de
13 mm apresentado pela hidrazona 41.
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7. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
7.1 MATERIAL E METODOS

A sintese do enecarbamato endociclico de 5 membros assim como a reacao
de cicloadi¢édo 1,3-dipolar sdo sensiveis a umidade, sendo realizadas com materiais
preciamente secos em estufa por no minimo 4h a 120 °C e sob atmosfera de

argonio.

A trietilamina (TEA) foi tratada com hidreto de calcio e destilado antes da sua
utilizacdo. O tetrahidrofurano (THF) foi tratado com sdédio/benzofenona e foi
previamente destilado antes do seu uso. Na reacdo de hidrogendlise utlizamos a
reacdo sob pressdo positiva de hidrogénio através do seu borbulhamento durante
1h.

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em cromatofolhas de
aluminio (gel de silica 60), com espessura de 0,2 mm, contendo indicador para 254
nm. Através de uma lampada de U.V. ENF — 2400 C/F, acido fosfomolibdico 7% em
etanol e absorcdo de iodo, foi possivel a visualizagdo das manchas na placa

cromatografica.

As colunas cromatogréficas realizadas utilizaram o gel de silica 60 (230 — 400

mesh) e eluidas sob pressao (coluna flash).

Os espectros no infravermelho (1.V.-FT) foram obtidos em aparelhos Bruker
IFS 66 (transformada de fourier), com as frequéncias de absorcdo sendo expressas

em cm™, utilizando pastilhas de KBr.

Os espectros de *H RMN foi obtido em aparelhos Variam Unity 400 MHz. O
padrdo interno utilizado foi o tetrametilsilano. Os sinais dos espectros de *H RMN
sdo designados da seguinte forma: deslocamento quimico (ppm), multiplicidade
(s=singleto, d=dubleto, dl=dubleto largo, t=tripleto, tl=tripleto largo, g=quarteto,
dd=duplo dubleto, dt=duplo tripleto, ddl=duplo dubleto largo, m=multipleto,
ml=multipleto largo, sl=sinal largo), constate de acoplamento (Hz) e numero de

hidrogénios.
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7.2 SINTESE RACEMICA DE DERIVADOS DE 2-ISOXAZOLINAS
PIRROLIDINICAS

7.2.1 Sintese do trimero da A!-Pirrolina 22

H 22

Para formacédo do trimero da A!-pirrolina 22 foram utilizados 108 mmols
(equivalentes a 8,7mL) de uma solucédo de pirrolidina 21, 215 mmols (equivalentes a
8,61g) de hidroxido de sédio e 0,48 mmols (equivalentes a 0,088g) de nitrato de
prata em 90 mL de agua destilada em um baldo de 500 mL em agitacdo a 0°C. Com
um funil de adicdo de 100 mL, iniciou-se a adi¢cdo de 107,9 mmols (equivalentes a
33,829) de perssulfato de sédio 25% em 90 mL de agua destilada. Do inicio ao fim
da adicdo a reacdo é deixada a 0°C em agitacdo. Ao término da adicdo a reacgao
continua em agitacdo a 0°C durante 1 hora, deixando a temperatura ambiente em
agitacao durante 3 horas.

Passado o tempo da reacdo iniciamos a extracdo utilizando 90mL de
Diclorometano em 3 etapas com um funil de extracdo de 250mL. Apds a extracao, a
fase orgéanica foi secada com sulfato de sédio anidro e o solvente removido no
rotaevaporador, obtendo-se 4,69 de um 6leo amarelado, sendo a reacdo de um

rendimento de 65%.

DADOS ESPECTROMETRICOS
1H RMN (CDCI3, ppm, 300 MHz, t.a.).
1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m); 2,99 (m); 3,82(m); 7,59.
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7.2.2 Sintese do n-(benzoiloxicarbonil)-2-pirrolina 23

N N N
E ——— )\
O o]
22 23

Utilizando um microdestilador, iniciamos a destilacdo de uma solucdo obtida
de 4,6g do trimero da A!-pirrolina 22 em 217 mL de Tetrahidrofurano (THF),
recolhendo o destilado em um bal&o de 2 bocas de 500 mL pré-resfriado 0°C.

Ao término da destilacdo, a solugdo destilada foi colocada em agitacdo e
aguecimento até entrar em refluxo. Nesse momento foi adicionado com uma seringa
de 20 mL, 43,2 mmols (equivalentes a 6,2 mL) de Trietilamina (TEA) e com uma
seringa de 50 mL, 44,4 mmols (equivalentes a 15,16 mL) do cloroformato de benzila
em tolueno a 50%. A reacdo foi deixada durante 4 horas em agitacdo e
aguecimento.

ApoOs as 4 horas de reacdo, foi realizada a filtracdo da suspenséo obtida em
um funil sinterizado, obtendo-se um liquido amarelo apés a remoc¢do do solvente.
Realizamos uma coluna cromatogréfica para purificacdo do N-(benziloxicarbonil)-2-
pirrolina 23 pois havia a presenca de alguns subprodutos da reacdo. Utilizamos o
Hexano na coluna cromatografica e recolhemos 80 mL do solvente antes de
iniciarmos o sistema de Acetato de etila/Hexano (1 : 9). Recolhemos 38 tubos onde
0 enecarbamato 23 foi identificado nos tubos 13 ao 23 através da realizagdo de
placas cromatograficas (CCD), removendo-se o solvente e obtendo-se 3 g do N-

(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 23, um liquido incolor.

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CDCI3, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

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

[.V. (filme, cm™), principais sinais.

3.032, 2.956, 1.706, 1.618, 1.422, 1.342, 1.214, 1.128, 756, 698
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7.2.3 Sintese do ester 6-benzil-3-etii do &cido 3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo [3,2-

d]isoxazol-3,6-dicarboxilico

o)\o - N o
5 g

EtO0C

Em um baldo contendo o N-(benziloxicarbonil)-2-pirrolina 23, foi adicionado
60mL de cloroférmio e 2,6 mL de Trietilamina previamente destilados. Em seguida
foi colocado o funil de adigcdo com 2,589 do cloroximidoacetato de etila precviamente
solubilizado em cloroférmio. Iniciou-se a adicao gota a gota. Ao término da adicao, a
reacdo continuou por mais 2 horas em agitacdo e foi realizada uma CCD para
observar a formacéo do cicloaduto 24. Foi realizada uma extracdo e evaporou-se 0
solvente. O sal formado foi filtrado em funil sinterizado utilizando uma mistura de
acetato/hexano 40%.Removendo-se o solvente obtivemos um 6leo amarelo viscoso

gue foi submetido a cromatografia em coluna, obtendo-se 3,5g do cicloaduto 24.

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

7,36 (m; 5H); 6,53 e 6,42 (d; J= 7,5 Hz; 1H; rotameros); 5,2 (m; 2H); 4,36 (m; 2H);
4,08 (m; 1H); 3,84 (m; 1H); 3,18 (dt; J= 11,1 Hz; J= 11,1 Hz; J= 6,3 Hz; 1H); 2,23 (m;
2H); 1,37 (t; J= 7,2 Hz; 3H).
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7.2.4 Sintese do ester 3-etil do acido 3a,4,5,62-tetrahidropirrolo [3,2-d]isoxazol-3-
carboxilico 25

EtO0C EtOOC
N N
/ . /
O 0
PN H
0 0 pas)

No cicloaduto do éster 3-etii do acido 324,5,62-Tetrahidropirrolo [3,2-
d]isoxazol-3-carboxilico 24 contido em um baldo de 250 mL, foram adicionados 185
mL de metanol e 0,15g de paladio/carbono 10%, deixando a reacdo em agitacao.
Em seguida, borbulha-se o gas hidrogénio deixando a reacdo durante 1 hora em
agitacao sob presséao positiva.

Apos 1 hora de reacdo, remove-se 0 metanol e solubiliza-se em cloroférmio,
sendo seca em sulfato de sédio anidro, filtrada em funil sinterizado e removido o
cloroférmio, obtendo-se 1,8g do cicloaduto da isoxazolina desprotegida pura 25. O
rendimento dessa reacdo é de 100% e nao foi necessario a realizacdo de coluna

cromatografica para purificacdo do produto.

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

'H RMN (CDCl3, ppm, 300 MHz, t.a.), 6,07 (d; J= 6,9 Hz; 1H); 4,32 (m; 2H); 3,87 (m;
1H); 3,12 (m; 1H); 2,81 (m; 2H); 2,07 (m; 2H); 1,35 (t; J= 6 Hz; 3H).

13C RMN (CDCls, ppm, 75 MHz, t.a.).

160,5 (c); 152,3 (c), 100,8 (CH); 61,9 (CH,); 49,1 (CHy); 42,8 (CH); 29,9 (CHy); 14,0
(CHj3).
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7.2.5 Sintese do ester 3-etil do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo

[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 37

EtOOC

EtOO0C S Cl

/N

/ . °
o ¥ N

37
\ 25 36
H Cl 0]

Cl

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 9,78mmols (equivalentes a 1,8Q)
da isoxazolina N- desprotegida 25, 1,3 mL de trietlamina seca e 125 mL de
cloroférmio seco. Adiciona-se lentamente com uma seringa de 5 mL na reacdo em
agitacdo 9,78 mmols (equivalentes a 1,7g) de cloreto 4-clorobenzoila 36. Apés a
adicdo, deixa-se a reacao em agitacdo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Em seguida ao término da reacdo, remove-se 0 solvente. A isoxazolina N-
benzoilada 37 é purificada através da cromatografia em coluna utilizando Acetato de
etila/hexano 3 : 7, obtendo-se 2,0g do N-(4-clorobenzoil)-isoxazolina 37. Essa

reacao possui um rendimento de 62%

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

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

13C RMN (CDCl3, ppm, 75 MHz, t.a.)

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

V. — FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.

2.985, 1.724, 1.650, 1.591, 1.408, 1.270, 1.180, 1.132, 1.015, 931, 836, 756.
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7.2.6 Sintese do ester 3-etil do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-3aH-
pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 39

EtOOC
EtOOC 0 cl
N
N /
/ + o}
o N
39

‘ 25 38 22
H F

F
Em um baldo de 250 mL foram adicionados 9,78mmols (equivalentes a 1,8Q)

da isoxazolina N- desprotegida 25, 1,3 mL de trietlamina seca e 125 mL de
cloroférmio seco. Adiciona-se lentamente com uma seringa de 5 mL na reacdo em
agitacdo 9,78 mmols (equivalentes a 1,59) de cloreto 4-fluorobenzoila 38. Apos a
adicao, deixa-se a reacao em agitacdo durante 1 hora a temperatura ambiente.

Em seguida ao término da reacdo, remove-se 0 solvente. A isoxazolina N-
benzoilada 39 é purificada através da cromatografia em coluna utilizando Acetato de
etila/hexano 3 : 7, obtendo-se 1,5g do N-(4-clorobenzoil)-isoxazolina 39. Essa

reacao possui um rendimento de 51%

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

1,38 (t; 3= 7,0 Hz; 3H); 2,22 (m; 1H); 2,40 (dd; J= 6,0 Hz; J= 13,5 Hz; 1H); 3,20 (m;
1H); 4,12 (t; J= 8,0 Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl; 2H).
13C RMN (CDCl3, ppm, 75 MHz, t.a.)

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

V. — FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.

3.030, 2.986, 2.860, 1.721, 1.652, 1.600, 1.509, 1.408, 1.270, 1.131, 931, 853.
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7.2.7 Sintese da hidrazida do &cido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo

[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 31

NHNH,
EtOOC

Cl c

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 6,29 mmols (equivalentes a
200mg) do ester da isoxazolina 37 e em seguida foram colocados 3 mL de etanol
absoluto. A solucdo em agitacéo foi adicionada 6,29 mmols da hidrazina 80%. A
reacdo foi mantida a temperatura ambiente e em agitacdo durante 1 hora,

comprovando o seu término através de uma CCD.

Removemos o solvente da hidrazida no rotaevaporador, a hidrazida precipitou
nos fornecendo 160mg da hidrazida pura 31, correspondendo a um rendimento de
80%.

DADOS ESPECTROMETRICOS
'H RMN (DMSO, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,18 (sl; 2H); 3,05 e 3,49 (sl; 1H; rotamero); 4,11 (sl; 1H); 4,25 (m;1H); 4,51 (sl;2H);
6,16 e 6,63 (sl;1H; rotamero); 7,57 (sl; 4H); 9,82 (sl; 1H).

13C RMN (DMSO, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

26,7 e 27,5 (CHg; rotamero); 43,5 e 47,4(CH,rotamero); 50,4 e 52,3 (CH,. rotamero)
91,5 e 94,1 (CH; rotamero); 128,4 (CH); 129,5 (CH); 134,2 (C); 135,3 (C); 154,5
(C=N); 157,9(C=0); 167,9 (C=0).

V. - FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
3325, 3277, 2992, 2966, 2901, 1678, 1655, 1589, 1405, 1273, 1021, 931, 837,
760,601.
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7.2.8 Sintese da hidrazida do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo
[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 40

NHNH,

O
EtOOC
i )
d d
N 39 N 40
O)\C\ O)\O\
F F

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 4,9 mmols (equivalentes a
150mg) do ester da isoxazolina N-benzoilada 39 e em seguida foram colocados 3
mL de etanol absoluto. A solugdo em agitacéo foi adicionada 4,9 mmols da hidrazina
80%. A reacao foi mantida a temperatura ambiente e em agitacdo durante 1 hora,

comprovando o seu término através de uma CCD.

Removemos o solvente da hidrazida no rotaevaporador, a hidrazida precipitou
nos fornecendo 110mg da hidrazida pura 40, correspondendo a um rendimento de
78%.

DADOS ESPECTROMETRICOS

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

2,17 (m; 2H); 3,03 e 3,40 (m;1H;rotamero); 4,13 (m;1H); 4,24 (m;1H); 4,53 (sl;2H);
6,16 e 6,65 (sl;1H;rotamero); 7,32 (sl;2H); 7,65 (sl;2H); 9,87 (s;1H).

13C RMN (DMSO, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

26,7 e 28,1 (CH,; rotamero); 43,5 e 47,4 (CH; rotamero); 50,4 e 52,2 (CHg;
rotamero); 91,5 e 94,3 (CH;rotamero); 115,3 e 115,6 (CH, d, 2J-21,5 Hz); 130,2 (CH);
131,9 (C); 154,4 (C=N); 157,9 (C=0); 161,5 e 164,8 (C, d, 1J=246 Hz); 168 (C=0).

V. - FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
33,14, 3271, 2966, 2901, 1687, 1653, 1598,1400, 1219, 1167, 930, 845, 796, 601.
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7.2.9 Sintese da (5-nitro-2-tiofeno) hidrazona do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6a-
tetrahidro-3aH-pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 41

o NHNH, / —
NH
A : -
NO, S
N / S =
/ 0 32 N
0 + /
N ﬂ —— O N
N

O
o 41
(@]
Cl
Cl

Em um baldo contendo 0,52 mmols (equivalente a 160mg) de hidrazida 31 em
etanol absoluto (3 mL), 2 gotas de acido cloridrico foi adicionado 0,52 mmols
(equivalente a 82mg) 5-nitro-2-tiofeno benzaldeido 32. A reacéo ficou em agitacédo a
temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida a reacgéo foi resfriada em banho de
gelo sob agitagcéo e neutralizada com um solucéo aquosa de NaHCO3; 10%. O etanol
foi removido no rotaevaporador e foi adicionado hexano gelado formando um
precipitado que foi filtrado em funil sinterizado e seco em uum recipiente contendo
cloreto de calcio, nos fornecendo 180 mg da hidrazona pura 41 corresspondendo a

um rendimento de 77%.
DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CdCl3, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,2 (t; 3H); 3,1 e 3,4 (m;1H;rotamero); 4,2 (m;1H); 4,7 (m;1H); 6,2 (s;1H); 7,4 (sl;2H);
7,8 (sl;2H); 8,6 (s;1H), 9,8 (s;1H).

V. - FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
596.25, 838.57, 936.39, 1026.62, 1090.82, 1142.13, 1219.51, 1264.80, 1339.01,
1403.87, 1530.92, 1642.16, 1682.31, 3274.72.
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7.2.10 Sintese da (2-tiofeno) hidrazona do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-

3aH-pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 42

N

/N —
/N / 35 =
! 33
N 31 —_—

Procedimento experimental semelhante ao 5.1.9

Hidrazida 31 (0,52mmols, 160mg), 3mL de etanol, 2 gotas de 4cido cloridrico
e 2-tiofeno benzaldeido 33 (0,52mmols, 58mg).

Recristalizacdo em hexano, forneceu 150mg da hidrazona 42 correspondendo

a um rendimento de 71%.

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CdCl3, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.
2,25 (t; 3H); 2,55 (m, 3H); 3,15 (m, 3H); 4,25 (m;3H); 4,43 (m;3H); 6,2 (s;1H); 7,0 e
7,4 (sl;2H); 8,52 (s;1H), 9,8 (s;1H).

V. — FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
720.71, 855.05, 1093.46, 1174.62, 1270.63, 1401.63, 1559.82, 1656.85, 3453.02.
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7.2.11 Sintese da (2-piridina) hidrazona do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 43

o /
H \ o NH
/ O‘
N S
o + - /
N 31 o)
N 43
o
O)\@\
cl
cl

Procedimento experimental semelhante ao 5.1.9

H
=

N
NHNH, ‘

4

7\

12

Hidrazida 31 (0,52mmols, 160mg), 3mL de etanol, 2 gotas de &cido cloridrico
e 2-Piridina benzaldeido 34 (0,52mmols, 55,6mg).

Recristalizacdo em hexano forneceu 100mg da hidrazona 43 correspondendo

a um rendimento de 50%.

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CdCl3, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.
2,2 (sl; 3H); 3,2 (sl, 3H); 4,2 (sl, 1H); 4,4 (sl;1H); 4,43 (m;3H); 6,2 (s;1H); 7,2 e 7,7
(m;2H); 8,6 (s;1H), 10.1 (s;1H).

V. - FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
839.35, 1169.77, 1270.43, 1410.85, 1472.35, 1582.67, 1638.57, 1679.06, 3472.91.
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7.2.12 Sintese da (5-nitro-2-tiofeno)hidrazona do acido 6-(4-fluorobenzoil)4,5,6a-
tetrahidro-3aH-pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 44

H
N\
o NHNH, /
NH
aANE -
NO» S
N / S =
/ 0 32 N
0 N /
N @ ' O 02N
N
44
(0]
(@]
F
F

Procedimento experimental semelhante ao 5.1.9

68

Hidrazida 40 (0,55mmols, 160mg), 3mL de etanol, 2 gotas de &cido cloridrico

e 5-nitro-2-tiofeno benzaldeido 32 (0,55mmols, 86mg).

Recristalizacdo em hexano, e posterior purificagdo em hexano nos forneceu

120mg da hidrazona 44, correspondendo a um rendimento de 51%.

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CdCl3, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,1 (s; 3H); 3,2 (m, 3H); 3,5 (m, 1H); 4,2 (sl;1H);7,1 e 7,8 (m;2H); 8,6 (s;1H), 9,8

(s;1H).

V. — FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
855.04, 932.62, 1228.99, 1267.94, 1339.81, 1404.27, 1596.56, 1656.00, 3040.02.
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7.2.13 Sintese da (2-tiofeno) hidrazona do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6a-tetrahidro-
3aH-pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 45

H
N\
o NHNH, /
NH
AT -
s
N / S =
/ ol 33 N
o N /
N > (@]
40 N 45
o
o)
F

Procedimento experimental semelhante ao 5.1.9

Hidrazida 40 (0,55mmols, 160mg), 3mL de etanol, 2 gotas de &cido cloridrico
e 2-tiofeno benzaldeido 33 (0,55mmols, 61,6mgQ).

Recristalizacdo em hexano, e posterior purificacdo em hexano nos forneceu

80mg da hidrazona 45 correspondendo a um rendimento de 38%.

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CdCl3, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.
2,2 (m; 3H); 2,5 (sl, 1H); 4,2 (sl, 1H); 6,2 (s;1H);7,0 e 7,6 (m;2H); 8,5 (s;1H), 9,9
(s;1H).

V. - FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
607.82, 714.69, 758.03, 849.05, 932.61, 1150.72, 1227.62, 1266.77, 1413.89,
1548.27, 1646.76, 3455.06.
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7.2.14 Sintese da (2-piridina) hidrazona do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6a-
tetrahidro-3aH-pirrolo [3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 46

R —

= N
NHNH, ‘

& T
R

Procedimento experimental semelhante ao 5.1.9

7\

N

Hidrazida 40 (0,55mmols, 160 mg), 3mL de etanol, 2 gotas de &cido cloridrico
e 2-piridina benzaldeido 34 (0,55mmols, 58,5mg).

Recristalizacdo em hexano, e posterior purificacdo em hexano nos forneceu

50mg da hidrazona 46 correspondendo a um rendimento de 24%.

DADOS ESPECTROMETRICOS

'H RMN (CdCl3, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.
2,1 (m; 3H); 2,3 (sl, 1H); 3,3 (sl, 3H); 4,1 (s;1H); 4,3 (sl; 1H); 6,2 (sl, 1H); 6,7 (sl, 1H);
7,3,7,7¢e7,9 (m;2H); 8,5 (s;1H), 12,4 (s;1H).

V. — FT (Janela de KBr, cm™), principais sinais.
751.69, 792.80, 847.77, 934.54, 1167.65, 1229.27, 1273.39, 1416.59, 1472.15,
1591.56, 1638.66, 1680.98, 2998.19, 3454.79.
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8. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS
8.1 CONCLUSAO

Com a finalidade de obtermos novos derivados de hidrazonas (Figura 14),
exploramos quimicamente o nucleo 2-isoxazolina [5-4-b] pirrolidina, sendo obtidas

com sucesso e com rendimentos de moderado a bom.

Obtivemos 06 novos derivados de isoxazolinas, elucidadas por métodos

espectrométricos e avaliadas quanto a sua atividade antimicrobiana.

Figura 14 — Hidrazona e os aldeidos utilizados

H
w0\
N——
O\/NH R2 (e} 32
\ Hidrazona
AR
N
d I
N Nucleo da 2-isoxazolina > 3
|
O H
R 34
! Benzoila o -

R]_: Cl i F
R,=32.33¢ 34

Os novos derivados de hidrazonas ndo apresentaram resultados
antimicrobianos significativos, pois ndo houve a inibicdo bacteriana satisfatéria para

classifica-lo como um potencial agente antimicrobiano, como relatado na literatura.
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8.2 PERSPECTIVAS

e Otimizacdo da metodologia sintética para obtencdo de mais derivados
hidrazénicos com aldeidos aromaticos substituidos.

e Avaliacdo dos novos derivados hidrazbnicos quanto a sua atividade anti-
inflamatoria

e Avaliagdo dos novos derivados hidrazonicos quanto a sua atividade
antichagasica
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Anexo A - Estrutura e IV cm-* da hidrazona 41

H 6.2

Cl
74a7.8

p

f""\m
L2
(&
_m
g

90

80

Transmittance [%]
70

60
-k

3274.72
1682.31
1642.16

3500 3000 2500 2000

Wavenumber cm-1

838.57

596.25

500

Hugo Marcelo Nascimento Carvalho

80



81

Anexo B — RMN H* da estrutura da hidrazona 41
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ANEXO C. Estrutura e IV cm-' da hidrazona 42
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ANEXO D. RMN H™ da hidrazona 42
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ANEXO E. Estrutura e IV cm-* da hidrazona 43
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ANEXO F. RMN H™* da estrutura da hidrazona 43
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ANEXO G. Estrutura e IV cm-* da hidrazona 44
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ANEXO H. RMN H™* da estrutura da hidrazona 44
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ANEXO I. Estrutura e IV cm-'da hidrazona 45
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ANEXO J. RMN H* da estrutura da hidrazona 45
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ANEXO K. Estrutura e IV cm-*da hidrazona 46
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ANEXO L. RMN H™* da estrutura da hidrazona 46
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