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RESUMO

Com o aparecimento de cepas resistentes de Trypanosoma cruzi, agente causador da letal
Doenca de Chagas, tornou-se necessario o desenvolvimento de novas moléculas, sem os efeitos
adversos das ja existentes, o que se aplica aos estudos anteriores do grupo de pesquisa (LaSOF),
gue apontam rotas sintéticas para compostos com potencial para solucionar essa problematica,
os derivados de ésteres isoxazolinicos advindos das reagdes de cicloadi¢do 1,3-dipolar, alguns
com interessante atividade antichagasica. Quanto aos derivados das tiazolidinadionas, a
literatura aponta potencial atividade contra as formas amastigota e epimastigota do agente
etioldgico da Doenca de Chagas. Com o objetivo de obtencdo de hibridos moleculares com as
0s nucleos supracitados, isoxazolina aza-biciclica e tiazolidina-2,4-diona, foi realizada uma rota
sintética, que se iniciou com a oxidacao da pirrolidina, produzindo o monémero da 1-pirrolina,
que foi N-acilado com cloretos de benzoila p-substituidos. As enamidas endociclicas obtidas
foram utilizadas na sintese de ésteres isoxazolinicos em C3, através de reacdo de cicloadicédo
1,3-dipolar com o6xido de nitrila CEFNO. Posterior reducdo da fungéo éster ao respectivo alcool
primario, seguida da oxidacéo branda do mesmo com MnOz, os aldeidos isoxazolinicos foram
obtidos. Condensacdo de Knoevenagel dos aldeidos isoxazolinicos com tiazolidina-2,4-diona
previamente N-alquilada (benzila), propiciou a obtencdo dos hibridos isoxazolina aza-biciclica
pirrolidinica / tiazolidina-2,4-diona-N-benzilada. As reacGes de cicloadicdo 1-3 dipolar
resultaram em ésteres isoxazolinicos com rendimentos entre 64 e 78%; as reducdes aos alcoois
isoxazolinicos tiveram rendimentos entre 84 e 85%, enquanto que a oxidagdo dos alcoois aos
aldeidos isoxazolinicos apresentaram rendimentos entre 63 e 64%. A etapa final, que consiste
nas reacOes de condensacdes alddlicas de Knoevenagel geraram os hibridos finais almejados,
isoxazolina aza-biciclica / tiazolidina-2,4-diona N-benziladas com rendimentos entre 65 e 66%.
Os compostos finais hibridos tiveram suas estruturas elucidadas através de analise de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e ¥C e de espectroscopia no infravermelho,
confirmando-se assim o éxito na estratégia sintética proposta para obtencdo de hibridos
moleculares isoxazolina aza-biciclica pirrolidinica e tiazolidina-2,4-diona N-alquiladas. De tal
modo, foi possivel a obtencdo dos novos hibridos, ampliando-se assim o arsenal de moleculas

potencialmente tripanocidas, que terdo suas atividades bioldgicas investigadas a posteriori.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Cicloadicdo 1,3-dipolar; Isoxazolina; Tiazolidina.



ABSTRACT

With the emergence of resistant strains of Trypanosoma cruzi, the causative agent of the lethal
Chagas Disease, it became necessary to develop new molecules without the adverse effects of
existing molecules, which applies to previous studies by the research group (LaSOF), which
point to synthetic routes for compounds with the potential to solve this problem, derivatives of
isoxazoline esters arising from 1,3-dipolar cycloaddition reactions, some with interesting
antichagasic activity. As for the thiazolidinedione derivatives, the literature indicates potential
activity against the amastigotes and epimastigote forms of the etiological agent of Chagas
Disease. With the aim of obtaining molecular hybrids with the aforementioned molecular
nuclei, aza-bicyclic isoxazoline and thiazolidine-2,4-dione, a synthetic route was carried out,
which began with the oxidation of pyrrolidine, producing the monomer of 1-pyrroline , which
was N-acylated with p-substituted benzoyl chlorides. The endocyclic enamides obtained were
used in the synthesis of C3 isoxazoline esters, through a 1,3-dipolar cycloaddition reaction with
CEFNO nitrile oxide. Subsequent reduction of the ester function to the respective primary
alcohol, followed by mild oxidation with MnO2, isoxazoline aldehydes were obtained. The
Knoevenagel condensation of isoxazoline aldehydes with thiazolidine-2,4-dione previously N-
alkylated (benzyl), led to the obtention of pyrrolidine aza-bicyclic isoxazoline / thiazolidine-
2,4-dione-N-benzylated hybrids. Dipolar 1-3 cycloaddition reactions resulted in isoxazoline
esters in yields between 64% and 78%; The reductions to isoxazoline alcohols had yields
between 84% and 85%, while the oxidation of alcohols to isoxazoline aldehydes had yields
between 63% and 64%. The final step, which consists of Knoevenagel aldol condensation
reactions, generated the desired final hybrids, N-benzylated aza-bicyclic isoxazoline /
thiazolidine-2,4-dione with yields between 65% and 66%. The final hybrid compounds had
their structures elucidated through H and *C Nuclear Magnetic Resonance analysis and
infrared spectroscopy, thus confirming the success of the proposed synthetic strategy for
obtaining molecular hybrids isoxazoline aza-bicyclic pyrrolidine and thiazolidine-2, N-
alkylated 4-dione. In this way, it was possible to obtain new hybrids, thus expanding the arsenal
of potentially trypanocidal molecules, which will have their biological activities investigated

later.

Keywords: Chagas disease; 1,3-dipolar cycloaddition; Isoxazoline; Thiazolidine.
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1 INTRODUCAO

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da Doenca de Chagas, uma doenca
negligenciada endémica na América Latina, é um letal protozoario hemoflagelado, transmitido
normalmente por Triatomineos (MOREIRA et al., 2013), mas que ainda pode ser transmitida
por processos como transfusdo de sangue, transmissdo oral, alimentagdo contaminada e
transmissédo placentaria ou canal de nascimento, por exemplo (COURA; DIAS, 2009; COURA,
2007). Atualmente, é estimado que tal doenca atinge cerca de 6-7 milhGes de individuos na
América Latina, deixando de 90-100 milhdes expostos em areas de risco (ALVAREZ, G, 2017).
A doenga em questdo tem mais de uma forma de apresentacdo, uma forma aguda, na qual é
possivel que o doente apresente manifestagdes nervosas, uma fase indeterminada, a qual tem
dificil caracterizacdo, e uma fase cronica, a qual pode durar o resto da vida, e 0 mesmo individuo
pode ser acometido por lesbes esofégicas e cardiacas, por exemplo (KROPF, 2000).

Atualmente ndo existem vacinas ou medicamentos destinados ao objetivo da prevengéo
da infeccdo humana em questdo e os farmacos que possuem atividade tripanocida consideravel,
0 Benznidazol e o Nifurtimox, sdo dotados de elevada toxicidade e, embora sejam bem eficazes
na fase aguda da doenca e nos casos congénitos, ndo atuam com tanta eficacia na fase crénica
(MOREIRA et al., 2013). Dessa forma, € evidente a necessidade de desenvolvimento de novos
farmacos para o combate ao Trypanosoma cruzi. Sob essa perspectiva, o nucleo isoxazolina
aza-biciclica (Figura 2) ja demonstrou interessantes propriedades, derivados isoxazolinicos na
forma de hibridos N-fenacilados com tiazolidinadionas, por exemplo, ja apresentaram atividade
bioldgica de cunho tripanocida (ARAUJO NETA, 2019).

Além disso, compostos derivados das tiazolidinadionas (Figura 2) também ja
demonstraram que sdo dotados de capacidade tripanocida, para epimastigota e amastigota de
Trypanosoma cruzi (MOREIRA et al., 2013).

Dado o exposto, hibridos contendo os dois nucleos citados anteriormente, isoxazolina
aza-biciclica/ tiazolidinadiona (Figura 2) sdo candidatos a apresentar efeito antichagésico.
Sendo assim, a ampliacdo da série de moléculas sintetizadas por (ARAUJO NETA, 2019), com
a obtencdo de derivados N-benzilados (Figura 4), com posterior avaliagdo bioldgica, pode ser
vista como uma potencial via de desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para a

Doenga de Chagas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
2.1 0 TRATAMENTO FARMACOLOGICO ATUAL

A Doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, é uma
doenca que afeta milhdes de pessoas mundialmente e possui mais de uma forma de
apresentagdo, uma infeccao inicial, caracterizada e denominada como sendo uma forma aguda,
com manifestacfes nervosas, e a fase cronica, que dura o resto da vida do individuo e pode
apresentar severas lesdes cardiacas, esofagicas e viscerais (KROPF, 2000). Quanto ao
tratamento atual, ele é baseado na administracdo de farmacos que inibem a sintese de DNA,
RNA e proteinas, bem como aceleram a degradagdo dessas moléculas, o Nifurtimox 1, que esta
em desuso no Brasil, e Benznidazol 2 (Figura 1), de consideravel toxicidade e capaz de curar
menos de 20% dos casos cronicos da doenca (MOREIRA et al., 2013).

Embora o mecanismo de acdo do Benznidazol ainda ndo esteja completamente
elucidado, evidéncias indicam que o mesmo atue por meio de radicais livres nitrogenados
produzidos por nitro-redutases humanas que induzem modificagbes covalentes de
macromoléculas (LAFEPE BENZNIDAZOL, 2018).

O Benznidazol ainda é capaz de gerar reacOes adversas, como as dermopatias por
hipersensibilidade, e foi detectado no leite materno em modelos animais. Além disso, ele
também possui interacdo medicamentosa com a aspirina, podendo aumentar o risco de
sangramento, e com anticoagulantes derivados da cumarina, os quais séo potencializados com
a inibicéo de seu metabolismo enzimatico (LAFEPE BENZNIDAZOL, 2018).

Figura 1: Estrutura do Nifurtimox 1 e do Benznidazol 2

1 Nifurtimox 2 Benznidazol
SO,
[Nj\
N
Z HN
7 g

N
Fonte: O autor (2023).
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2.2 NUCLEOS MOLECULARES PROMISSORES

Dado o exposto, tem-se a necessidade de desenvolver novos farmacos como alternativas
aos atuais. Como mostram os diversos estudos registrados na literatura, moléculas contendo o
nucleo 2-isoxazolina (Figura 2) ja apresentaram atividade antichagasica (DE MENEZES et al.,
2016), como também outras atividades interessantes, tais quais anti-inflamatoria (GHIDINI et
al., 2015) e imunopotenciadora (ISMAIL et al., 2015), por exemplo.

Figura 2: Ndacleos moleculares promissores

R
4 3 4 3 (e) /H
N\ N\
\ 5 N 2 N3
5. N2 /
@) N @) 5 2%0
1 /6 ! S
R 1
2-isoxazolina 2-isoxazolina aza-biciclica Tiazolidina-2,4-diona

Fonte: O autor (2023).

Com relacdo ao nucleo 2-isoxazolina (Figura 2) e sua obtencdo, um dos métodos mais
aplicados é a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar. Tal reacdo, também chamada de cicloadicédo
[3+2] (Figura 3), é baseada na formacédo de um heterociclo, o cicloaduto 11, por meio da reacdo
entre um dipolo, as enamidas endociclicas 8, e um dipolaréfilo, uma substancia zwiteriénica
10. O mecanismo de reacgdo da cicloadi¢do 1,3-dipolar inicia com a liga¢do do carbono B do
zwiterion formado in situ 10 ao atomo de nitrogénio da enamida 8, o carbono do N-6xido de
nitrila assume hibridizacdo sp? e consequente estrutura angular, ocorre uma interaco entre o
orbital preenchido do oxigénio e o orbital LUMO do iminio, seguida pelo estabelecimento da
segunda ligacgdo, caracteristica do ndcleo isoxazolinico. O mecanismo é gerido pelos Orbitais
Moleculares de Fronteira HOMO (Orbital Molecular Ocupado de Maior Energia) e LUMO
(Orbital Molecular Ndo Ocupado de Menor Energia) do dipolo e dipolaréfico, com 0 menor

gasto de energia para a formacao do cicloaduto como ponto chave da reacdo (REIS, et al. 2011).
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Figura 3 — Sintese do cicloaduto 11

9 10
o O\/
0 o COEt
-
e I
\ — | Ny
c \jl N* /
N / | o
OH Q
N
O Trietilamina
Tetrahidrofumno o0 N
R i
R
3 11

Fonte: O autor (2023).

R: Cl/ terc-butil.

O nucleo 2-isoxazolina aza-biciclica (Figura 2), o qual teve seu desenvolvimento em
nosso laboratério (ALMEIDA, et al, 2009), ja foi aplicado na sintese de varios derivados
hibridos, como em uma recente pesquisa de uma Tese de Doutorado (ARAUJO NETA, 2019)
do nosso Grupo de Pesquisa (LaSOF), na qual ocorreu a obtencédo de derivados isoxazolinicos
na forma de hibridos N-fenacilados com tiazolidinadionas, assim como hibridos isoxazolina
aza-biciclica/tiossemicarbazonas também foram obtidos (COUTINHO, 2021). Hidrazonas
isoxazolinicas também foram obtidas, as mesmas apresentaram potente atividade anti-
inflamatdria (MOTA et al., 2019).

Para a avaliacdo preliminar da atividade tripanocida das hidrazonas, semicarbazonas e
tiossemicarbazonas supracitadas, foram levados em conta os dados de citotoxicidade e 1C50
das formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Assim, foi observada a
capacidade inibitéria dos compostos sintetizados, todos apresentavam tal capacidade, as
inibicbes eram sob baixas concentragdes dos mesmos e alguns eram dotados de muito baixa
citotoxicidade.

Com relacdo ao nucleo tiazolidinadiona (Figura 2), seus derivados ja apresentaram
varias atividades bioldgicas, por exemplo, atividade anti-inflamatéria e antioxidante (MISHRA;
SACHAN; CHAWLA, 2015). Esse nucleo geralmente é obtido através da reacdo aquosa da
tiouréia com o acido monocloroacético, sob refluxo (ARAUJO NETA, 2019). Seus derivados
N-substituidos tém apresentado potencial atividade contra as formas amastigota e epimastigota

do agente etioldgico da Doenca de Chagas. Alguns derivados das tiazolidinas séo capazes de
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provocar alteragdes ultraestruturais no Trypanosoma cruzi, tais quais descolamento da
membrana flagelar, edema mitocondrial e aparecimento de autofagossomos (MOREIRA et al.,
2013).

2-Isoxazolina, na forma do biciclo 2-isoxazolina aza-biciclica (Figura 2), tem sido alvo
de pesquisa em nosso grupo de pesquisa, como scaffold no planejamento de potenciais novos
farmacos. (ALMEIDA, 2009). Tiazolidina-2,4-diona (Figura 2) mais recentemente também foi
incorporada as estruturas das 2-isoxazolinas aza-biciclicas na forma de hibridos moleculares
(ARAUJO NETA, 2019), no qual resultados de atividades bioldgicas, principalmente
antichagasicos foram obtidos (resultados em via de publicacéo).

Deste modo, convém mesclar certas propriedades dos nucleos moleculares em questao,
0 que pode ser feito obtendo compostos hibridos com os nucleos isoxazolina aza-biciclica
pirrolidinicos e tiazolidina-2,4-dionas N-alquiladas (Figura 4) através de sintese organica.

Figura 4: Estrutura dos hibridos isoxazolina aza-biciclica/tiazolidinadiona N-alquilados 3
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Fonte: O autor (2023).

R: Cl / terc-butil.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Utilizar a hibrizagcdo molecular para sintetizar moléculas contendo o nucleo isoxazolina

aza-biciclica pirrolidinica e tiazolidina-2,4-diona N-alquiladas 3.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintese e caracterizacao de aldeidos isoxazolinicos pirrolidinicos 13;
o Sintese das tiazolidina-2,4-diona N-alquiladas 16;
o Realizar reacGes de condensacdo de Knoevenagel entre aldeidos isoxazolinicos 13 e as

tiazolidina-2,4-diona N-benziladas 16;
o Comprovar as estruturas das moléculas sintetizadas utilizando técnicas de

espectroscopia no 1V e RMN.
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4 MATERIAL E METODOS

Por serem sensiveis a umidade, as reacdes anidras de sintese das enamidas endociclicas
8, dos ésteres 11, sintese dos alcoois 12 e dos aldeidos isoxazolinicos 13 foram realizadas com
vidrarias secas em estufa por 4 horas (120°C), no minimo, e sob atmosfera de argbnio. Quanto
aos solventes utilizados nas reagdes em questdo, também receberam tratamento em prol da
eliminagdo de agua. Antes do uso, o tetraidrofurano (THF) passou por tratamento com Na°
/benzofenona e foi destilado, 0 metanol e etanol foram tratados com MgP /I, e destilados, o
diclorometano e a trietilamina passaram por tratamento com hidreto de calcio e por respectiva
destilacdo. Nas reacOes de sintese das enamidas endociclicas 8, feitas com sonicacédo, foi
utilizado o UNIQUE® USC 1400-A, sob frequéncia de 40 KHz.

O acetato de etila e 0 hexano, amplamente utilizados em purificagdes via cromatografia
em coluna flash, lavagens e anélises em cromatografia em camada delgada (CCD), também
passaram por destilacdo. As CCDs foram realizadas em cromatofolhas de aluminio (gel de silica
60), com indicador para 254 nm. Entdo, a visualizacdo das manchas, foi realizada através de
uma lampada de UV £ 254nM. Ja as para as cromatografias em coluna, foi utilizado gel de
silica 60 (230 — 400 mesh) e a eluicdo foi realizada sob pressao, com o auxilio de uma bomba.

Os espectros de RMN de 'H e 3C foram obtidos através do Espectrémetro de
Ressonancia Magnética Nuclear de 60 MHz, modelo NMRReady-60 PRO (*H e *C) —JASCO,
com o tetrametilsilano como padrdo interno para RMN de 1H, com CDCI3-d1 como solvente e
com os deslocamentos quimicos expressos em ppm. Quanto aos espectros de absor¢ao na regido
do 1V, foram obtidos através do Espectrometro de Infravermelho 1V-FT, modelo 6800 com
acessorio ATR proONE — JASCO, ambos aparelhos da Central Analitica do Departamento de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco.



4.1 ESTRATEGIA SINTETICA

Esquema 1: Rota sintética para obtencéo dos hibridos 3
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Fonte: O autor (2023).
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As enamidas endociclicas 8 deverdo ser obtidas a partir da N-benzoilacdo da 1-pirrolina,

que por sua vez devera ser obtida pela oxidacdo catalitica da pirrolidina 4 pelo persulfato de

sodio, para obtencdo do trimero da 1-pirrolina.

Em seguida, as enamidas 8, ao serem submetidas a reacdo de cicloadic¢éo 1,3-dipolar
com o 6xido de nitrila CEFNO (6xido de carboetoxiformonitrila) 10, este ultimo obtido in situ
a partir de seu precursor clorooxiimidoacetato de etila, propiciara a obtencéo dos cicloadutos
isoxazolinicos aza-biciclicos 11, na forma de éster em C3. Posterior reacdo de reducdo da

funcdo éster em C3 ao respectivo alcool, com subsequente oxidacdo branda do alcool priméario

em C3 com MnO, propiciara a obtencao dos aldeidos isoxazolinicos 13.
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A reacdo de condensacdo de Knoevenagel dos aldeidos 13 com a tiazolidina-2,4-diona
N-benzilada 16, em meio basico e anidro (acido acético / acetato de sodio anidro), devera
propiciar a obtencdo dos hibridos finais isoxazolina aza-biciclica / tiazolidina-2,4-diona N-

benziladas 3.

O reagente tiazolidina-2,4-diona N-benzilada 16 devera ser obtido a partir da N-

benzilagéo (alquilagédo) da tiazolidina-2,4-diona com brometo ou cloreto de benzila.
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4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.2.1 SINTESE DO TRIMERO 6

Com a pirrolidina 4 (70,1 mmol) no balao de fundo redondo, em banho de gelo de 0 °C
e sob agitacdo, foi adicionado NaOH (143,51 mmol) solubilizado em agua destilada (50 mL),
AgNOs (0,347 mmol) solubilizado em &gua (0,5 ml), e lentamente adicionou-se uma solugdo
aquosa (67 mL) de persulfato de sodio (71 mmol). A reacdo procedeu por mais uma hora sob
as condicdes supracitadas e trés horas sob temperatura ambiente. Entdo, foram feitas trés
lavagens com diclorometano (20 mL por lavagem) em funil de separacdo de fases, com
captacdo em erlenmeyer da fase menos densa, filtracdo, em funil com algoddo e sulfato de sddio
anidro, e evaporacdo do solvente em evaporador rotativo. Por fim, um oleo alaranjado foi
obtido.

Figura 5 - Sintese do trimero da 1-pirrolidina 6
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Fonte: O autor (2023).

4.2.2 SINTESE DA ENAMIDA 8

Foi adicionado THF (85 mL) ao baldo reacional contendo o trimero 6 (2g), o baléo foi
aquecido a 50 °C e ficou sob ultrassom, por 30 minutos, em prol da formagéo da 1-pirrolina 5.
Foi adicionada lentamente a TEA (3,4 mL), por 30 minutos, adicionou-se o cloreto de benzoila
7 (648,7 mmol) e a reacdo foi finalizada ap6s duas horas. Em seguida, apos filtracdo e remocgéo
do solvente com evaporador rotativo, foi realizada a cromatografia em coluna com fase movel
composta por um sistema de solventes de Acetato de etila e Hexano (proporgdo 1:3,

respectivamente) e a evaporacdo do solvente em evaporador rotativo.
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Figura 6 - Sintese da enamida 8
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R: Cl / terc-butil.

4.2.3 SINTESE DO ESTER ISOXAZOLINICO 11

Para a cicloadicdo, a enamida 8 (6,2 mmol) e THF (33 ml) e TEA (1,1 ml) destilados
foram adicionados ao baldo e submetidos a agitacdo magnética. Foi adicionado o
cloroximidoacetato de etila 9 (7,13 mmol), ao longo de 50 minutos, solubilizado em THF (3,3
mL), com o auxilio de um funil de adicéo, para a formacéo in situ de um composto zwiteridnico,
0 Oxido de nitrila 10, e a reagdo permaneceu por mais 2h. Em seguida, o produto obtido foi
filtrado em funil de vidro sinterizado com acetato de etila (15 mL), funil com algod&o e sulfato
de sddio anidro, foi realizada a cromatografia em coluna (acetato de etila / hexano 3:7) e a

evaporacdo do solvente em evaporador rotativo.

Figura 7 — Sintese do éster 9
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Fonte: O autor (2023).

R: Cl / terc-buitil.
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4.2.4 SINTESE DO ALCOOL ISOXAZOLINICO 12

O cicloaduto 11 (4,771 mmol) foi solubilizado em metanol (70 mL) sob agitagdo
magnética e temperatura de 0 °C, foi adicionado NaBHa4 (14,48 mmol). Ap6s uma hora, mais
um equivalente do mesmo (14,48 mmol) foi adicionado. Finalizada a reacéo, o produto foi
solubilizado em acetato de etila e solugéo saturada de NaCl, sendo feita sua extracdo em funil
de extracdo com trés lavagens em acetato de etila, sua secagem em funil com algodé&o e sulfato
de sodio anidro e a evaporacdo do solvente em evaporador rotatorio. Em seguida, foi realizada
a cromatografia em coluna (acetato de etila / hexano 3:7) e a evaporacédo do solvente através de

um evaporador rotativo.

Figura 8 — Sintese do alcool 12
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Fonte: O autor (2023).

R: Cl / terc-butil.

4.2.5 SINTESE DO ALDEIDO ISOXAZOLINICO 13

Com o alcool 12 (2,85 mmol) pesado em um baldo de fundo redondo, foi feita sua
solubilizacdo em CHCl, (69 mL) com agitacdo magnética e adicionou-se MnO> (41,8 mmol).
Apos o término da reacdo em 1h, foi feita uma filtracdo com funil de vidro sinterizado,
utilizando diclorometano (15 mL), o filtrado foi transferido para um baldo e o solvente foi
removido com evaporador rotativo. Entéo, foi feita a cromatografia em coluna (acetato de etila

/ hexano 2:3) e o solvente foi removido através de um evaporador rotativo.
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Figura 9 - Sintese do aldeido 13
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Fonte: O autor (2023).

R: Cl / terc-butil.

4.2.6 SINTESE DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA N-BENZILADAL6

Para a obtencdo da tiazolidina-2,4-diona N-alquilada 16, foi feita a N-alquilacdo da
tiazolidina-2,4-diona 14 (8,53mmol) com brometo de benzila 15 (8,54 mmol), sob agitacdo com
agitador magnético em baldo de fundo redondo com NaOH (10,24 mmol) em etanol (14 mL).
Em seguida, foi realizada lavagem com acetato de etila e o solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio. Entdo, o produto impuro, o qual era oleoso amarelado, foi purificado
formando cristais brancos apés ser solubilizado em etanol (10 mL) a temperatura ambiente e
acondicionado em refrigerador por 24h, com mais 5 lavagens com etanol (10 mL a 2°C cada
lavagem) realizadas no proprio baldo de fundo redondo em que o produto foi guardado, sendo
retirado o etanol com impurezas utilizando uma pipeta Pasteur, com uma posterior remocéo do

solvente restante com evaporador rotatério.

Figura 10: Sintese da tiazolidina-2-4-diona N-benziladas 16
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Fonte: O autor (2023).

R: Cl / terc-butil.
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4.2.7 CONDENSACAO ALDOLICA DE KNOEVENAGEL

A tiazolidina 16 (1,823mmol), sintetizada anteriormente, e acetato de sédio anidro (6,01
mmol) foram colocados em um baldo e solubilizados em acido acético glacial (7 mL) sob
agitacdo magnética e foi adicionado o aldeido 13 (1,823mmol). A reacdo ocorreu sob refluxo
(130 °C) por 12h. Apos resfriamento, foi adicionada agua destilada e acetato de etila e tudo foi
transferido para um funil de separacdo de fases, procedendo com trés lavagens com adicéo de
acetato de etila, recolhimento da fase orgéanica, que foi seca sob sulfato de sodio anidro e
evaporacdo do solvente em baldo de fundo redondo e evaporador rotativo. Em seguida, a
purificacdo do produto 3 foi finalizada com uma cromatografia em coluna (acetato de etila /
hexano 3:7), e 0 solvente evaporado.

Figura 11: Sintese dos hibridos isoxazolina aza-biciclica/tiazolidina-2-4-diona N-benziladas 3
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Fonte: O autor (2023).

R: Cl / terc-butil.
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Figura 12: CCDs das sinteses dos hibridos isoxazolina aza-biciclica/tiazolidina-2-4-diona N-benziladas 3

Tiazolidina-2.4-diona N-benzilada 16

B®=Ch 13 (R = rerc-butil)
3(R=Cl 3 (R = terc-butil)

Fonte: O autor (2023).

13 (R = ClI): Aldeido isoxazolinico 13 (R = CI);

13 (R = terc-butil): Aldeido isoxazolinico 13 (R = terc-butil);

3 (R = CI): Isoxazolina aza-biciclica /tiazolidina-2-4-diona N-benziladas 3 (R = Cl);

3 (R = terc-butil): Isoxazolina aza-biciclica/tiazolidina-2-4-diona N-benziladas 3 (R= terc-butil);

Fase movel composta por sistema de solventes = acetato de etila / hexano 3:7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DO TRIMERO 6

A reacdo se deu com a oxidagdo catalitica da pirrolidina 4, com AgNOs como
catalizador, sob 0 °C e agitacdo, com persulfato de sodio e NaOH em agua destilada. Com a
respectiva extragdo com diclorometano em funil de separacdo de fases, com captacdo em
erlenmeyer da fase aquosa, menos densa. As fases organicas (CH2Cl,) combinadas foram secas
sob sulfato de sddio anidro e, apds evaporacao do solvente em evaporador rotativo, foi obtido
0 mondmero da 1-pirrolina 5, o qual formou seu trimero 6, de coloracdo avermelhada e forte

odor sui generis.

5.2 SINTESE DA ENAMIDA 8

Como foi preciso formar o monomero da 1-pirrolidina 5, foi adotado o fornecimento de
temperatura e 0 uso de ultrassom para proceder a rea¢do. Dessa maneira, com a energia térmica
e sbnica aplicadas, ocorreu a destrimerizacao do trimero 6 e foi possivel realizar a sintese da
enamida 8, com rendimentos de 70% (R = Cl) e 73% (R = terc-butil).

5.3 SINTESE DO ESTER ISOXAZOLINICO 11

A reacdo consiste em uma cicloadicdo 1,3-dipolar, a qual resulta na obtencdo do
cicloaduto 11, um dos grupos farmacoféricos alvo desta rota sintética. Ela ocorreu com a
participacdo do dipolarofilo, a enamida 8, e de um dipolo, um composto zwiteriénico, o 6xido
de nitrila 10, formado in situ a partir do clorooxiimidoacetato de etila 9. Os rendimentos das
reacOes foram de 78% (R = Cl) e 64% (R = terc-butil).

5.4 SINTESE DO ALCOOL ISOXAZOLINICO 12

Tendo em vista que a reducdo do éster isoxazolinico 11 em C3 para aldeido 12 néo
ocorreria como desejado, pelo fato dos reagentes tradicionais para reagdes do género nédo
promoverem a reacdo esperada, deixando os ésteres 11 intactos, 0 NaBHa foi utilizado na reacdo
como um agente redutor brando, reduzindo o éster 11 a dlcool isoxazolinico 12, com
rendimentos de 84% (R = ClI) e 85% (R = terc-butil).
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5.5 SINTESE DO ALDEIDO ISOXAZOLINICO 13

Tendo em vista as indica¢Ges na literatura do poder oxidativo do MnO em reagdes do
género, utilizou-se MnO; ativado como oxidante brando para oxidar o &lcool 12, produzindo o
aldeido isoxazolinico 13. Assim, a reacdo procedeu com um tempo curto, sob temperatura
ambiente e sem precisar alterar a atmosfera da mesma, com rendimentos de 64% (R = Cl) e
63% (R = terc-butil).

5.6 SINTESE DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA 16

A sintese da tiazolidina-2,4-diona N-benzilada 16 foi realizada por meio da N-alquilacéo
da tiazolidina-2,4-diona 14 com brometo de benzila 15 e NaOH em etanol. O produto impuro
obtido era oleoso e amarelado, 0 mesmo foi purificado sendo solubilizado 5 vezes em etanol
sob temperatura ambiente e acondicionado em refrigerador por, formando cristais, 0s quais
foram tomando tonalidade branca ao longo da remocéo das impurezas amarelas no etanol. Com
a remocao do solvente através de evaporador rotativo, os cristais passaram para a forma de um
solido branco e quebradico, com rendimento de 45%. O produto tinha baixa solubilidade em
etanol gelado, isso contribuiu para uma queda no rendimento da reagdo em questéo para o valor

supracitado.
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5.6.1 ANALISE ESPECTROMETRICA (IV) DA TIAZOLIDINA-2,4-DIONA 16

Figura 13: Espectro de IV-FT (ATR) da molécula 16 (N-benzil-tiazolidina-2,4-diona)
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Fonte: O autor (2023).

Algumas bandas caracteristicas corroboram a estrutura, como em 3065 e 3033 cm?,
referente aos estiramentos de C-H aromaticos. Entre 2952 e 2974 cm™, bandas de estiramento
C-H dos metilenos estdo presentes. As principais bandas correspondem aos estiramentos das
duas carbonilas, em 1742 cm™ (5: SC=0) e 1661 (6: NC=0) cm™ respectivamente. Em 1325

cm! banda de estiramento S-C aparece em 1324 cm™ (10).
5.7 CONDENSACAO ALDOLICA DE KNOEVENAGEL

Na Condensacdo alddlica de Knoevenagel ocorreu a formagdo de um carbanion no
nucleo tiazolidina-2,4-diona 16, utilizando acetato de sodio anidro como base, que atacou o
carbono da carbonila do aldeido 13, seguindo para uma desidratacdo gerando uma molécula
hibrida contendo nucleos isoxazolina aza-biciclica pirrolidinica e tiazolidina-2,4-diona N-
benzilada 3. Apos terem sido purificados através de cromatografia em coluna com silica
(acetato de etila / hexano 3:7) e submetidos ao sistema de alto vacuo para remocao completa do

solvente, os produtos finais 3 apresentaram os rendimentos de 65% (R = Cl) e 66% (R = terc-
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butil), sendo um composto oleoso amarelo (R = CI) e um solido quebradi¢co com coloracéo bege
amarelada (R = terc-butil).

Figura 14: Mecanismo da Condensacdo Alddlica de Knoevenagel

(e}
o) &\\ .
H3C)]\..O:'\H R S 16
ﬁi >:O
13
05 N o

N H,0

Fonte: O autor (2023).

R®: Cl/ terc-butil.
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5.7.1 ANALISE ESPECTROMETRICA DOS HIBRIDOS 3

5.7.1.2 ANALISE ESPECTROMETRICA DOS HIBRIDOS 3 (R = terc-butil)

Figura 15: Espectro de IV-FT (ATR) da molécula 3 (terc-butil)
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Fonte: O autor (2023).

No espectro de IV-FT podemos observar bandas caracteristicas que corroboram a
estrutura do hibrido 3 (terc-butil). Na regido proxima a 3031 cm™ (2) aparecem bandas de
estiramento C-H de HC=C da ligacdo dupla vinilidénica, assim como C-H aromaticos. Na
regido 2952 cm™ (3) aparecem estiramentos das ligagdes C-H das porgdes saturadas da
molécula. As carbonilas apresentam bandas de estiramento tipicos; em 1738 cm™ (4) (SC=0),
em 1679 cm™ (5) (C=0 benzoila), 1629 cm™ (6) (NC=0). Ainda em 1609 cm™ (7), observa-se
a banda referente ao estiramento C=C da ligacdo dupla vinilidénica. Na regido de impressao
digital, algumas bandas se destacam com 1383 cm (8) da ligagdo S-CO, 1334 cm™ (9) N-CO
e 1139 cm™ (11) do estiramento da ligagdo O-C da isoxazolina.
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Figura 16: Espectro de RMN H (60 MHz) da molécula 3 (terc-butil)
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Fonte: O autor (2023).

Apesar da resolucdo do espectro de RMN H ser baixa (por ser 60 MHz), podemos
atribuir alguns sinais inequivocos que justificam a estrutura da molécula 3 (terc-butil). Em 1,4
ppm o simpleto integrando para 9 H corresponde aos hidrogénios do grupo terc-butila. Em 4,4
ppm, o simpleto que integra para 2H, € relativo aos hidrogénios do metileno do grupo benzila.
Entre 7,0 e 8,0 ppm, o multipleto que integra para 10 H, corresponde aos 9 hidrogénios
aromaticos e ao hidrogénio vinilico exociclico. Desta forma, podemos inferir que as duas
porcdes isoxazolina e tiazolidinadina-2,4-diona estdo presentes na estrutura do hibrido. Os
sinais de baixa intensidade e de baixa resolucdo sdo dos hidrogénios ligados em carbonos

saturados.
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Figura 17: Espectro de RMN *3C (15 MHz) da molécula 3 (terc-butil)

Fonte: O autor (2023).

O espectro de RMN *3C, apesar de ser obtido com mais de 3.000 scans em cerca de 3,5
horas, a resolucéo foi baixa, assim como o ruido largo, devido a complexidade da estrutura e

principalmente a poténcia do equipamento.

No entanto, alguns sinais caracteristicos puderam ser detectados, como aquele em 31
ppm referente aos carbonos das trés metilas. Em torno de 21 ppm, o sinal do metileno CH. do
grupamento benzila se destaca. Temos ainda em 94 ppm um sinal caracteristico do carbono CH

da juncéo dos aneis N-C-O.
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5.7.1.3 ANALISE ESPECTROMETRICA DOS HIBRIDOS 3 (R = CI)

Figura 18: Espectro de IV-FT (ATR) da molécula 3 (Cl)
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Fonte: O autor (2023).

A amostra 3 (Cl), ao contrario da anterior, ndo cristalizou, apresentando-se como um
6leo viscoso, fazendo com que algumas bandas ndo ficassem nitidas, como aquelas acima de

3.000 cm™ dos C-H aromaéticos e vinilideno.

Entre 2872 e 2967 cm™ aparecem as bandas referentes aos estiramentos C-H da porgéo
saturada da molécula. As carbonilas apresentam bandas de estiramento tipicos; em 1742 cm
(4) (SC=0), em 1686 cm™ (5) (C=0 benzoila), 1617 cm™ (6) (NC=0). Ainda em 1615 cm™
(6), observa-se a banda referente ao estiramento C=C da ligag&o dupla vinilidénica. Na regido
de impresséo digital, algumas bandas se destacam com 1377 cm™ (7) da ligagdo S-CO, 1330

cm™?(8) N-CO e 1141 cm (9) do estiramento da ligagdo O-C da isoxazolina.
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Figura 19: Espectro de RMN *H (60 MHz) da molécula 3 (CI)

Fonte: O autor (2023).

O sinal que se destaca € o simpleto em 4,6 ppm, integrando para 2H, sendo atribuido
aos hidrogénios do metileno do grupo benzila. Entre 7,00 e 8,00 ppm, os nove hidrogénios
aromaticos e o hidrogénio H-C=C do vinilideno, aparecem como um mutipleto, integrando para
10 hidrogénios. Apesar da baixa resolucdo, percebe-se um sinal caracteristico, baseado em
espectros de outras moléculas que possuem o nucleo isoxazolina aza-biciclica, sinal alargado
em 6,20 ppm, referente ao hidrogénio metinico N-CH-O da jungdo do biciclo.

Percebe-se também entre 0,5 e 1,8 ppm, sinais que ndo pertencem a molécula, na regido
hidrogénios muito blindados de impureza graxa, o que justifica a ndo obtencdo de amostra
cristalina, mas sim como 6leo viscoso, apesar de ter sido submetida a técnicas de purificacdo
como tentativa de recristalizagdo e cromatografia em coluna.

Tabela 1 — Rendimentos reacionais em %

Produtos R=CI R =terc-butil
Enamidas 8 70 73

Esteres 11 78 64

Alcoois 12 84 85
Aldeidos 13 64 63

Hibridos 3 65 66

Fonte: O autor (2023).
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6 CONCLUSAO

Dessa maneira, foram sintetizados os aldeidos isoxazolinicos pirrolidinicos 13, a
tiazolidina-2,4-diona N-alquilada 16 e foi realizada a condensacdo de Knoevenagel entre
ambos. Deste modo, foi possivel realizar a hibrizacdo molecular para a obtencado de moléculas
contendo o ndcleo isoxazolina aza-biciclica pirrolidinica e tiazolidina-2,4-diona N-alquiladas
3, com sua confirmacao estrutural via IV-FT e RMN, o0 que comprovou que o objetivo sintético

do presente trabalho foi atingido.

Assim, as moléculas finais com nucleo isoxazolina aza-biciclica pirrolidinica e
tiazolidina-2,4-diona N-alquiladas 3 poderdo ser submetidas a atividade tripanocida, para
avaliacdo da atividade biolégica. Além disso, como foi efetivada a confirmacéo da possibilidade
de sintese das moléculas em questdo, através da estratégia sintética proposta, podera ser

ampliada a série de moléculas com varia¢des em seus substituintes.
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