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RESUMO

Os isoxazobis e derivados s&o heterociclicos de grande relevancia na quimica
medicinal, por apresentarem atividades como anti-inflamatdria, anticancer e
antiparasitaria, além de estarem presentes em farmacos comerciais. Outro
heterociclo de grande interesse é o tiazol, o qual tem demonstrado importantes
atividades anticancer e leishmanicida, sendo estas atividades potencializadas por
grupamentos hidrazonas e hidrazidas gerados na formagao do tiazol. Em nosso
grupo de pesquisa, LASOF, o nucleo 2-isoxazolina aza-biciclica foi desenvolvido,
tendo sido aplicado na obtencdo de varios derivados, dentre os quais a 2-
isoxazolina/hidrazona tem apresentado atividade antichagasica promissora. Dentro
da cooperagcdo CAPES/COFECUB, o grupo de pesquisa |ICiMed — IRS2, da
Universidade de Nantes, possui grande expertise na sintese de compostos
heterociclicos inibidores da enzima LmCK1, um excelente alvo na pesquisa da
atividade leishmanicida. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi a sintese,
elucidagao e avaliacdo das atividades citotoxica e antiparasitaria dos novos hibridos
2-isoxazolina-aza-biciclo/tiazol e o dos novos compostos heterociclos diaril-isoxazais.
A metodologia de sintese aplicada para a obteng¢ao dos hibridos foi a cicloadi¢ao 1,3
dipolar entre oxidos de nitrila CEFNO (dipolo) com distintas enamidas endociclicas
(dipolardfilo) e posterior ciclizagdo de tiossemicarbazonas para formagao do nucleo
tiazol. Para a formagao do nucleo diaril-isoxazol, foi realizada a cicloadi¢do 1,3-
dipolar do CEFNO com acetilenos, assim como a ciclizagdo de p-ceto-enol com
hidroxido de amdnio, sendo esta a que possibilitou a formacdo do composto final,
com modificacdes no éster em C3 para a obtencio de derivados aminados. Portanto,
duas séries distintas foram sintetizadas neste trabalho, novos hibridos 2-isoxazolina-
aza-biciclo/tiazol, 11 compostos, e os novos compostos heterociclicos diaril-isoxazol,
12 compostos, foram sintetizados e elucidados por espectroscopia (RMN 'H e *C,
FT-IR e massas) e seus caracteristicas fisico-quimicas foram determinadas. Na
avaliacdo da atividade anticancerigena, dentre os 11 compostos hibridos
sintetizados, dois compostos se destacaram contra as células NCI-H292 (carcinoma
pulmonar) e Jukart com Clsp proximo a doxorrubicina. Atividade leishmanicida foi
alcangada contra L. amazonensis e L. infantum, demonstrando um composto com IS
superior a miltefosina, contra a forma promastigota de L. amazonensis. Anti-T. cruzi
foi mais promissor, onde a maioria dos compostos apresentou excelente atividade
com recomendacao para avaliagao in vivo dos 4 compostos testados.

Palavras-chave: 2-isoxazolina. Isoxazol. Tiazol. AnticAncer. Leishmaniose.

Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

.Isoxazoles and derivatives are heterocyclics of great relevance in medicinal
chemistry, as they have activities such as anti-inflammatory, anticancer and
antiparasitic, and in commercial drugs. Another heterocycle of great interest is
thiazole, which has shown important anticancer and leishmanicidal activities, and
these activities are potentiated by hydrazones and hydrazides, generated in the
formation of thiazole nucleus. In our Research Group (LASOF), the 2-isoxazoline
aza-bicyclic nucleus was developed having been applied to obtain several derivatives,
among which 2-isoxazoline/ hydrazone has shown promising antichagasic activity.
Within the CAPES / COFECUB cooperation, the research group IICiMed - IRS2, from
the University of Nantes, has great expertise in the synthesis of heterocyclic
compounds that inhibit the enzyme LmCK1, an excellent target in the research of
leishmanicidal activity. Therefore, the objective of this work was the synthesis,
elucidation and evaluation of cytotoxic and antiparasitic activities of new 2-
isoxazoline-aza-bicyclic/thiazole hybrids and that of the new diaryl-isoxazole
heterocyclic compound. The methodology of synthesis applied to obtain the hybrids
was cycloaddition 1,3 dipolar between nitrile oxides CEFNO (dipole) with different
endocyclic  enamides  (dipolarophil) and  subsequent cyclization  of
thiosemicarbazones to form the thiazole nucleus. For the formation of the diaryl-
isoxazole nucleus, the 1,3-dipolar cycloaddition of CEFNO with acetylenes was
performed, as well as the cyclization of B-keto-enol with ammonium hydroxide, which
enabled the formation of the final compound with modifications to the C3 ester to
obtain amino derivatives. Therefore, two distinct series were synthesized in this work,
new 2-isoxazoline-aza-bicycle/thiazole hybrids and the new diryl-isoxazole
heterocyclic compounds were synthesized and elucidated by spectroscopy ('H and
BC NMR, FT-IR and masses) and their physicochemical characteristics were
determined. In the assay of cytotoxic activity, two compounds stood out against NCI-
H292 and Jukart cells with an ICso close to doxorubicin. The leishmanicidal actyvit
against L. amazonensis and L. infantum, demonstrating a compound with an Sl
higher than miltefosine, against the promastigote form of L. amazonensis. Anti-T.
cruzi activity was more promising, where most compounds showed a excelleant
activity with a recommendation for in vivo evaluation of 4 compounds tested.

Keywords: 2-isoxazoline. Isoxazole. Tiazole. Anticancer. Leishmaniasis.
Trypanosoma cruzi.



RESUME

Les isoxazoles et leurs dérivés sont des hétérocycliques d'une grande importance en
chimie médicinale, car ils ont des activités anti-inflammatoires, anticancéreuses et
antiparasitaires, en plus d'étre présents dans les médicaments commerciaux. Un
autre hétérocycle de grand intérét est le thiazole, qui a montré d'importantes activités
anticancéreuses et leishmanicides, ces activités étant potentialisées par les
groupements hydrazone et hydrazide générés lors de la formation du thiazole. Dans
notre groupe de recherche (LASOF), le noyau 2-isoxazoline aza-bicyclique a été
développé aprés avoir été appliqué pour obtenir plusieurs dérivés, parmi lesquels la
2-isoxazoline / hydrazone a montré une activité antichagasique prometteuse. Au sein
de la coopération CAPES/COFECUB, le groupe de recherche IICiMed - IRS2, de
I'Université de Nantes, posséde une grande expertise dans la synthése de composeés
hétérocycliques inhibiteurs de I'enzyme LmCK1, excellente cible dans la recherche
de l'activité leishmanicide. Par conséquent, I'objectif de ce travail était la synthése,
I'élucidation et I'évaluation des activités cytotoxique et antiparasitaire, des nouveaux
hybrides 2-isoxazoline-aza-bicyclique/thiazole et celui des nouveaux composeés
hétérocycliques diaryl-isoxazole. La méthodologie de synthése appliquée pour
obtenir les hybrides était la cycloaddition 1,3-dipolaire entre les oxydes de nitrile
CEFNO (dipble) avec différents énamides endocycliques (dipolarophiles) et la
cyclisation postérieure des thiosemicarbazones pour former le noyau thiazole. Pour
la formation du noyau diaryl-isoxazole, la cycloaddition 1,3-dipolaire de CEFNO avec
des acétylenes a été reéalisée, ainsi que la cyclisation du p-céto-énol avec de
I'nydroxyde d'ammonium, ce qui a permis la formation du composé final, avec des
modifications de l'ester C3 pour obtenir des dérivés aminés. Par conséquent, deux
séries distinctes ont été synthétisées dans ce travail, de nouveaux hybrides 2-
isoxazoline-aza-bicycle/thiazole et les nouveaux composés hétérocycliques diaryl-
isoxazole ont été synthétisés et élucidés par spectroscopie (RMN 'H et *C, FT-IR et
masses) et leurs caractéristiques physicochimiques ont été déterminées. Dans
I'évaluation de l'activité cytotoxique, deux composés se sont démarqués contre les
cellules NCI-H292 et Jurkat avec une Clso proche de la doxorubicine. Une activité
leishmanicide a été réalisée contre L. amazonensis et L. infantum, mettant en
évidence un composé au IS supérieur a la miltefosine, contre la forme promastigote
de L. amazonensis. Les activités anti-T. cruzi étaient plus prometteuses, ou la plupart
des composés ont montré une excellent activité avec une recommandation pour
I'évaluation in vivo de 4 composés testés.

Mots clés: 2-isoxazoline. Thiazoles. Isoxazole. Anticancer. Leishmaniose. Trypanosoma
cruzi.
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1.INTRODUCAO

A obtencao de novos medicamentos tem contribuido para o desenvolvimento
cientifico nas ciéncias farmacéuticas e meédicas. Os estudos galénicos iniciais,
dirigidos por alquimistas e boticarios, foram sementes do que hoje s&o os frutos das
grandes descobertas e dos aprimoramentos tecnolégicos em cosméticos,
medicamentos e vacinas. (SNELL, 2019)

Nas ciéncias farmacéuticas, a quimica medicinal se destaca na obtencéo e
modulagcdo de novos farmacos, dentre as ferramentas presentes nela tem-se a
hibridizagdo molecular, a qual tem por fungdo a unido de distintos grupos
farmacoféricos em uma unica molécula, no intuito de diminuir toxicidades
conhecidas e potencializar o efeito farmacolégico de compostos candidatos a
farmacos (GONTIJO et al., 2020).

Dentre os nucleos quimicos de conhecida atividade biolégica, pode-se
destacar o isoxazol e a isoxazolina, os quais tém apresentado atividades como a
anti-inflamatéria, anticancer e antiparasitaria, além de estarem presentes em
farmacos comerciais (GONCALVES et al., 2020; BARMADE et al., 2016).

Outro nucleo de grande interesse é o tiazol, o qual apresenta pronunciada
atividade antiparasitaria, antimicrobiana e anticancer (SCHADICH et al., 2020;
Z0U et al.,, 2021; BERA et al., 2021). Além dos nucleos, a presenga dos
espacadores hidrazida e hidrazona entre os nucleos farmacoféricos, € ressaltada em
diversas pesquisas como grupamentos de importancia nas atividades bioldgicas,
como a atividade anticancer (ZEBBICHE et al., 2020; UMAPATHI et al., 2020) e
leishmanicida (SILVA et al., 2020).

Em nosso Grupo de Pesquisa (LASOF), derivados isoxazolinicos foram
obtidos, na forma de hidrazonas 1 (ALMEIDA, 2010), semicarbazonas e
tiossemicarbazonas 2 (ALMEIDA et al., 2009; REIS et al., 2011) e tiazolidina-dionas
(ALMEIDA, 2010) (figura 1). O nucleo isoxazolinico de cinco membros (2-isoxazolina
aza-biciclica) foi desenvolvido em nosso laboratério, tendo sido aplicado na
obtengao de varios derivados, incluindo os citados acima, que foram submetidos a
avaliagcao da atividade antichagasica (resultados ainda nao publicados) (ALMEIDA,
2010).
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Os resultados mais expressivos no estudo de Almeida, 2010, foi da nitrofurfuril-
hidrazona 1, que despontou como antichagasico mais potente de ambas as séries
conta a forma epimastigota do T. cruzi, demonstrando uma citototoxicidade de 60,19
MM e uma Clso de 2,81 uM, valor superior ao benznidazol (6,02 uM).

Ja no estudo mais recente realizado por De Araujo, 2019, a séria tiazolidina-2,4-
diona apresentou resultados antichagasicos mais promissores, dentre os eles a
tiazolidina-diona 3 (figura 1) apresentou uma Clso de 2,50 uM frente a forma
epimastigota, o qual também apresentou atividade leishmanicida contra a forma
promastigota da L. amazonensis e L. infantum, a saber Clso de 7,33 uM e Clso de
5,81 uM respectivamente, superiores a miltefosina (Clso de 15,82 uM e Clso de 18,00
UM respectivamente) (DE ARAUJO, 2019). Os resultados ainda ndo foram
publicados, uma vez que, apos realizacdo de ensaios mais especificos, poderao ser
submetidos a pedido de patente.

Figura 1. Estruturas quimicas de moléculas contendo o anel 2-isoxazolina-azabiciclico com
atividade antichagasica e leishmanicida.
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A tiazolidina-diona 3 (figura 1), € um derivado do nucleo tiazol, sendo este de
grande importancia na quimica medicinal por suas atividades biologicas, além de
estar presente em diversos medicamentos comerciais (RAM et al., 2019). Desta
maneira, foi proposta a sintese de hibridos 2-isoxazolina/tiazol inéditos, utilizando
espacadores de funcéo hidazona, representados na estrutura 4 (figura 2) como uma

série quimica inédita, para o estudo realizado no Brasil.
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Figura 2. Estrutura geral dos hibridos 2-isoxazolina-azabiciclica/tiazol inéditos, com

espacador hidrazona 4.

Este doutorado foi desenvolvido em regime de co-tutela, numa cooperagéao
com a Universidade de Nantes/Francga, sob orientagdo do Prof. Pascal Marchand
(EA1155 — |ICiMed, Ecole Doctorale Biologie et Santé) com a Universidade Federal
de Pernambuco, sob a orientagdo do Prof. Antonio Rodolfo de Faria (Programa de
Po6s-Graduagao em Inovagao Terapéutica) e da Profa. Teresinha Gongalves Silva
(Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas). O projeto foi financiado
pelo programa CAPES-COFECUB e o aluno de doutorado permaneceu um ano na
cidade de Nantes.

No Laboratério de Sintese Organica Aplicada a Farmacos - LASOF/ Brasil,
foi desenvolvido o projeto de sintese de analogos dos Coxibes para avaliagdo
biolégica antiinflamatoria e anticancer (COUTINHO, 2018). O nucleo utilizado foi a
oxadiazolina 8 obtida por reacdao de cicloadicdo 1,3-dipolar utilizando o
cloroximidoacetato de etila 7 (sintetizado pelo grupo de pesquisa) e diariliminas 6

(esquema 1).

Esquema 1. Esquema de reacdo da sintese de compostos 1,2,4-oxadiazolina di-
arilicos 8 a partir de iminas diariladas 5 e cloroximidoacetato de etila 6 (precursor

de nitrila N-6xido 7).



34

o
OH |

I * 0

_N il =
O N — | SS9 bai
IS CO,Et CO,Et N
o’N

) : ;

H | > TEA, THF, t > | D
—R , ,ta
= ! /- Vs
Rj
5 8

Nos trabalhos apresentados por Allocco (2006) e Marchand (2015), sistemas
orto-diaril com pirrol 9 e imidazo [1,2-a]pirazina 10 (Figura 3) apresentaram uma
expressiva atividade leishmanicida frente a enzima caseina quinase 1 (CK1),
presente na Leishmania major (LmCK1). Dentre os resultados, se destacam os
valores LmCK1 Clso de 7nM e de 0,52 uM, respectivamente (ALLOCCO et al., 2006;
MARCHAND et al., 2015).

Pelo que foi demonstrado anteriormente e também com a expertise do
grupo de pesquisa co-liderado pelo Prof. Pascal Marchand, na sintese de moléculas
heterociclicas com finalidade antiparasitaria (MARCHAND et al., 2015), foi proposto
o projeto de supervisdo conjunta de doutorado, tornando possivel projetar a sintese
de novas moléculas com o diaril-isoxazol 10 e 11 com propriedades antileishmania
e por fim, poder comparar com os resultados que serdo fornecidos entre as

moléculas sintetizadas tanto em Nantes quanto em Recife (Figura 3).

Figura 3. Estrutura das moléculas 9 e CTN1122 e estrutura geral das novas moléculas diaril

isoxazois 10 e 11.
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A leishmaniose é uma doenga parasitaria negligenciada, causada pelos
parasitas Leishmania spp. € que em todo o mundo afeta cerca de 1 milhdo de
pessoas. Essa doenca acomete mais de 3.500 pessoas/ano sé no Brasil e
atualmente possui uma terapéutica medicamentosa limitada, sem vacina humana
disponivel (LUZ et al., 2018; WHO, 2021).

Outra doenga negligenciada é a doenga de Chagas (DC), a qual possui o
parasita Trypanossoma cruzi como agente etioldgico. A DC afeta mais de 6 milhdes
de pessoas em todo o mundo, sendo endémica nos paises em desenvolvimento,
possuindo como unicas alternativas terapéuticas o benznidazol e o nifurtimox,
eficazes apenas na fase aguda da doencga, além de terem elevada toxicidade,
tornando aquela um alvo necessario para pesquisa de novos farmacos (DNDi, 2022;
PITASSE-SANTOS et al., 2017).

Outra enfermidade de grande incidéncia a nivel mundial e de grande desafio
terapéutico € o cancer. O cancer € a denominagao de mais de 100 doencas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se para outras regides do corpo e tem origem multifatorial
e fatores de riscos como o tabagismo e o consumo de alcool (INCA, 2020).

Atualmente um numero limitado de drogas € utilizado na quimioterapia, as quais
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apresentam muitas vezes efeitos secundarios nao desejaveis, observando-se ainda
o desenvolvimento de resisténcia a esses agentes (NHI, 2020).

Diante dos dados apresentados acima, este trabalho se empenha na
sintese de inéditas moléculas com potenciais atividades antiparasitarias e anticancer,
baseado na expertise dos laboratérios em questdo e dos dados apresentados na
literatura. Distintas séries contendo o nucleo isoxazol e o hibrido isoxazolina-aza-
biciclo/tiazol serdao sintetizadas e apds confirmadas suas estruturas serao

submetidas ao estudo docking molecular e as atividades leishmanicida e citotoxicas.

2.REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leishmaniose

A leishmaniose é considerada uma doencga tropical negligenciada, assim
como a doenga de Chagas, filariose, dengue e malaria. Ela € uma doenca
parasitaria causada pelo protozoario flagelado do género Leishmania, e sua
transmissao se da quando o hospedeiro vertebrado (o cdo ou 0 humano) é picado
pela fémea do flebétomo infectado, a qual inocula os parasitas em sua corrente
sanguinea (FIOCRUZ, 2013).

A leishmaniose esta presente em 98 paises e é classificada dentre as dez
principais doengas tropicais negligenciadas em todo o planeta, com mais de 12
milhdes de pessoas infectadas. Ha 0,9 a 1,6 milhdes de novos casos a cada ano,
entre 20.000 e 30.000 mortes e 350 milhdes de pessoas em risco de infecgao O
Brasil encontra-se entre os dez paises com o numero de casos mais alto no
mundo, em 2020, foram reportados 16.432 novos casos de infeccdo (PAHO,
2021).
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Existem mais de 20 espécies de Leishmania, as quais manifestam trés
formas clinicas principais da doenca, que diferem de acordo com o parasita
responsavel pela infecgdo (REITHINGER et al., 2007):

- Leishmaniose visceral (LV, também conhecida como kala-azar): este € o tipo
mais mortal de leishmaniose com 90% de letalidade, que é causado pelas espécies
Leishmania donovani e L. infantum/L. chagasi. Os sintomas mais comuns sdo: febre
irregular, perda de peso, hepatoesplenomegalia e anemia. Em 2016, cerca de 90%
dos casos dessa doenca estavam concentrados no Brasil, Etiépia, india,
Bangladeche, Sudao e Sudao do Sul (MOHEBALI et al., 2020; PAHO, 2021).

- Leishmaniose cutédnea (LC): é a forma mais comum da doenga. As espécies
de Leishmania mais comuns que causam LC no Velho Mundo sao L. major, L.
infantum e L. tropica e no Novo Mundo esta doenga é causada por L. amazonensis,
L. chagasi, L. mexicana, L. naiffi, L. braziliensis e L. guyanensis. E caracterizada por
lesdes cutaneas, incluindo ulceras, deixando cicatrizes permanentes. O numero total
de 90% de todos os casos de LC ocorre apenas em sete paises: Afeganistao,
Argélia, Brasil, Ir4, Peru, Arabia Saudita e Siria. No Brasil a LC representa mais de
90% dos casos. (LIMA, 2017; VRIES; REEDIJK; SCHALLIG, 2015)

- Leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM): Na maioria dos casos, a LM resulta de
LC de evolucdo cronica e curada sem tratamento ou com tratamento inadequado. E
causada principalmente por L. braziliensis, mas também por L. panamensis, L.
guyanensis, L. amazonensis e L. major. Tem como caracteristicas lesdes que
atingem a orofaringe, comprometendo o septo cartilaginoso e demais areas
associadas, a qual é causada por uma forte resposta imunopatologica. Cerca de
90% dos casos estdo no Brasil, Bolivia e Peru. No Brasil, 3 a 6% dos casos de
leishmaniose apresentam a LCM, no entanto, em alguns municipios endémicos,
essa proporgéo pode ser superior a 25% (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; LIMA,
2017).

O ciclo de vida de Leishmania spp. tem dois estagios, um no hospedeiro
vertebrado e outro no hospedeiro invertebrado, € o parasita tem duas formas:

promastigota (flagelado) e amastigota (n&o flagelado) apresentado na Figura 4.
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Figura 4. Ciclo de vida de Leishmania spp. Adaptado de “Centers for Disease Control and
Prevention”
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Fonte: (https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)

O diagndstico da doenca é feito a partir de exames clinicos, parasitolégicos e
imunologicos. Atualmente, os medicamentos existentes para o tratamento desta
doenca crdnica séo principalmente parenterais, tém muitos efeitos colaterais, além
de parasitas resistentes a eles. Os principais medicamentos utilizados no
tratamento da leishmaniose sdo os antimoniais pentavalentes, anfotericina B,
miltefosina, pentamidina e paromomicina. Atualmente ndo ha vacina (Figura 5)
(GHORBANI; FARHOUDI, 2017).

Figura 5. Estruturas quimicas dos principais medicamentos utilizados no

tratamento da leishmaniose.



39

H,N

o. 0 CH
HO ’
HO\“““ KN H, Miltefosina

OH

Estibogluconato de Sédio

Fonte: Autor

Esses tratamentos geram reagdes adversas muito graves, como efeitos
teratogénicos e cardiotoxicos, além de aumento da resisténcia atribuida ao seu
uso. Os tratamentos atuais sdo, portanto, toxicos, caros ou levam a resisténcia do
parasita, portanto, ha uma necessidade urgente de novos medicamentos.

Nesse contexto, o trabalho preliminar da equipe do IICiMed (Cibles et
Meédicaments des Infections et de I'lmmunité) identificou a serina-treonina quinase
de Leishmania spp., Caseina quinase 1 (LmCK1), como um alvo parasitario
potencial ( BAZIN et al., 2021; MARCHAND et al., 2015).

A caseina quinase 1 esta presente em todas as células eucaritticas e foi
recentemente descrita em varios organismos protozoarios. Em Leishmania spp.,
duas ecocinases excretadas constitutivamente foram  caracterizadas
bioquimicamente e foram determinadas como tendo atividades semelhantes a
CK1 (RACHIDI et al., 2013).

Varios estudos tém mostrado que essa enzima desempenha um papel
importante nas vias de sinalizagdo biolégica em parasitas (DURIEU et al., 2016;
RACHIDI et al., 2013; MARHADOUR et al., 2012). Assim, a avaliagao bioldgica
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envolvendo a enzima LmCK1 é uma excelente escolha na busca por um novo

farmaco antiparasitario.

2.2. Tripanossoma cruzi

A doenca de Chagas (DC) é outra doenga parasitaria causada pelo
cinetoplastideo hemoflagelado Trypanosoma cruzi e sua transmissdo se da
quando o inseto hematdfago, conhecido popularmente como barbeiro. Este
alimenta-se de sangue do hospedeiro vertebrado e elimina o parasita pelas fezes
em sua forma tripomastigotas, proximo do local da picada, infectando-o (FIOCRUZ,
2017).

Foi descrita pela primeira vez pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas, em
1909, enquanto este trabalhava no controle de uma epidemia de malaria,
conhecida como paludismo. No trabalho que Chagas realizou, ele mesmo
descreveu o ciclo de vida, meio de trasmissao, etiologia, formas clinicas e
epidemiologia da nova doenga descoberta, o que lhe rendeu duas indicagdes ao
Nobel de medicina da época. A doengca também ¢€é conhecida como
tripanossomiase americana, visto que a tripanossomiase se refere a uma
enfermidade causada por protozoarios do género Trypanosoma, sendo o epitopo
T. cruzi uma homenagem ao pesquisador Oswando Cruz (CUNHA; CUNHA, 2021;
LEWINSOHN, 1979).

Por ser endémica de paises em desenvolvimento e ter como unica
alternativa terapéutica o benznidazol, eficaz apenas na fase aguda da doencga e
de elevada toxicidade, a DC é reconhecida como uma doencga negligenciada. Ela
€ endémica em 21 paises da América Latina, porém presente em paises da
Ameérica do Norte, Europa, Japao e Australia, afetando cerca de 6 milhdes de
pessoas em todo mundo, portadores da fase cronica da doenga (PAHO, 2022;
DNDi, 2022). No Brasil, estima-se que 1 a 4,6 milhdes de pessoas estejam
infectadas, com uma média de 4 mil 6bitos a cada ano, sendo registradas 1746
mortes em 2020. No entanto, este numero pode ser maior, principalmente devido
ao numero de casos sem registro durante o periodo de pandemia da COVID-19,
aléem da falta de conhecimento da doenca e, consequentemente, pouco

diagndstico e notificagdo desta (BRASIL. Ministério da Saude, 2022; MSF,2020;
SANTOS et al., 2020)
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O ciclo de vida do T. cruzi tem dois estagios, um no hospedeiro vertebrado (o
humano) e outro no hospedeiro invertebrado (o triatomineo), e o parasita tem trés
formas: tripomastigota (flagelado) o qual pode ser circulante ou metaciclico,
amastigota (n&do flagelado) e epimastigota (flagelado) apresentado na Figura 6. Os
tripomastigotas metaciclicos s&do encontrados nas fezes e urina do inseto vetor e os
tripomastigotas circulantes no sangue de mamiferos, ambos sdo formas néo
replicativas e infectantes. Ja os epimastigotas estao presentes no tubo digestivo do
inseto vetor, enquanto os amastigotas sdo observados no interior das células de

mamiferos, ambos como formas replicativas (FIOCRUZ, 2017).

Figura 6. O ciclo de vida do Trypanossoma cruzi. Adaptado: Adaptado de “Centers for
Disease Control and Prevention”
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Fonte: (https://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html)

Durante a fase no hospedeiro invertebrado, as formas epimastigota,
presentes no intestino posterior, diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos
(um processo conhecido como metaciclogénese) os quais, eliminados pelas fezes

e urina do inseto vetor, sdo capazes de infectar o hospedeiro vertebrado. O
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parasita ndo penetra a pele intacta, somente infectando o hospedeiro via mucosa
ou ferimentos na pele. Nos mamiferos, os parasitos em sua forma tripomastigosta,
penatram e se desenvolvem no interior das células proximas ao local de inoculacéo,
onde se diferenciam em amastigotas intracelulares. As amastigotas se multiplicam
por fissdo binaria e se diferenciam em tripomastigotas sendo liberados no sangue
circulante apés o rompimento das células do hospedeiro, podendo as formas
tripomastigotas circulantes reinfectarem outras células reiniciando o ciclo. Caso o
triatomineo se alimente do sangue infectado do hospedeiro mamifero, as formas
tripomastigotas sao ingeridas pelo inseto e apds alguns dias, os parasitas se
transformam em epimastigotas, se dividindo por fissdo binaria em seu intestino, os
quais migram para o reto do parasita e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos podendo assim serem eliminadas pelas fezes e urina (CUNHA;
CUNHA, 2021; CDC, 2019).

A DC possui uma fase aguda e uma fase cronica. A fase aguda ocorre
imediatamente apds a infeccdo e pode durar algumas semanas ou meses €
durante esta fase, os parasitas estdo circulantes na corrente sanguinia. A
sintomatologia desta fase é geralmente leve ou até mesmo assintomatica,
apresentando febre, inchaco ao redor do local da inoculagdo ou inchaco
avermelhado das palpebras, conhecido como sinal de Romafa. Durante a fase
crbnica, apos décadas, os parasitas ficam interiorizados em células cardiacas e do
musculo digestivo levando a disturbios cardiacos e digestivos (megacélon e
megaesobfago), neuroldgicos ou mistos (CDC, 2019; WHO, 2022).

O diagnostico da DC pode ser realizado por microscopia, na fase aguda da
doenga, enquanto na fase crdnica é realizado por pesquisa imunologica. Os dois
principais farmacos utilizados para o tratamento s&o benznidazol (medicamento de
primeira escolha) ou o nifurtimox (que nao esta disponivel no Brasil) e tem uma
duracdo média de 60 dias (Figura 7). Estes famacos sdo mais efetivos fase aguda
da doenca, e quando a pessoa infectada recebe o tratamento adequado nesta

fase, tem aproximadamente 100% de chance de cura (MSF, 2022).

Figura 7. Estruturas quimicas dos principais medicamentos utilizados no

tratamento da doenga de Chagas (DC).
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Fonte: Autor

Ambos causam efeitos adversos, com baixa eficacia do tratamento durante a
fase cronica, além de uma resisténcia do parasita a estes. O benznidazol por ter
dose terapéutica mais elevada, causa efeitos toxicos bem mais acentuados, e
frequentes, como astenia, dor muscular, nauseas e disturbios na hematopoiese. O
nirfutimox apresenta efeitos semelhantes, porém com menor intensidade e
frequéncia, como anorexia, disturbios psiquicos, epigastralgia, irritabilidade e
neurite periférica sensitiva (SILVA J et al., 2014).

Deste modo, ha uma urgéncia pela descoberta de farmacos mais eficazes,
uma vez que tratamentos atuais sdo toxicos, limitados a fase aguda e levam a

resisténcia do parasita.

2.3. Cancer

Cancer é o nome dado a uma coleg¢ao de doengas relacionadas, que abrange
mais de 100 diferentes tipos de doengas malignas, as quais tém em comum o
crescimento descontrolado de células anormais. Em todos os tipos de cancer, as
células comegam a se dividir sem parar e se espalhar para os tecidos adjacentes ou
orgaos a distancia, podendo se infiltrar em tecidos (sanguineo, cerebral, 6sseo,
pulmonar, etc.) saudaveis do corpo, destruindo-os. Também €& conhecido como
neoplasia e contrasta com os tumores benignos, pois estes Uultimos nédo se
disseminam (INCA, 2020; NIH, 2015).

A oncogénese (o processo fisiopatolégico do cancer) ocorre devido a uma
desordem genética, a qual pode ocorrer por exposi¢cao a fatores de risco como
exposicao a radiagdes ionizantes ou radiagdes solares, tabagismo, alcool, exposi¢cao
prolongada a agentes quimico ou heranga genética (PLUMMER et al., 2016; INCA,
2020).

Todo ciclo de vida celular € regulado por genes, os quais codificam cada uma

das proteinas envolvidas no ciclo celular. No controle positivo do ciclo, induzindo ou
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estimulando a progressao deste, ha os proto-oncogenes, os quais apds sofrerem
mutacbes se tornardo oncogenes, cuja agao permitird ganho de funcdo a célula
mutante. No controle negativo do ciclo celular estdo os genes supressores
tumorais, que atuam bloqueando ou protegendo o ciclo, e as mutagdes neste grupo
de genes se manifestam pela sua falta de agao contra a célula oncogénica (Figura
8). Logo, mutacdes nestes genes podem levar a desregulagao deste ciclo (WARD,
2002).

Figura 8. Expressao do gene proto-oncogene e do gene supressor tumoral em células
normais e em células cancerosas.
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Fonte: https://app.biorender.com/biorender-templates. Adaptado

Além das alteragdes no ciclo de vida, podem ocorrer alteragdes nos genes
que controlam o tempo de vida ou programam a morte celular, como os genes de
reparo do DNA e os genes envolvidos no processo da apoptose (processo que
prové rapida eliminagdo de células desnecessarias ou perigosas ao organismo).

Resistindo a apoptose, muitos tumores sobrevivem e se desenvolvem, como
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resultado, se acumulam no organismo e utilizando o oxigénio e os nutrientes de
células sadias (LIVINGSTON, 2001).

Quando se dividem rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas
e incontrolaveis, determinando a formagao de tumores, os quais podem migram pela
corrente sanguinea ou pelos ganglios linfaticos e se instalar em outros 6rgaos,
substituindo o tecido sadio pelo tumoral. Esse processo de disseminacdo do cancer
€ denominado metastase (FARES et al., 2020).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do
corpo. Quando comegam em tecidos epiteliais, como pele ou mucosas, sao
denominados carcinomas. Se o ponto de partida sdo os tecidos conjuntivos, como
0ss0, musculo ou cartilagem, sdao chamados sarcomas (SMITH; DUEBER; ALLISON,
2020).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, o cancer é a segunda
doenca mais mortal no mundo. Em 2020 houve mais de 19 milhdes de novos casos
e 9,95 milhdes de mortes, sendo o tipo de cancer mais mortal o de pulmao, com
mais de 1,79 milhdes de mortes em todas as idades e em ambos os sexos (IARC,
2020). O cancer de pulmao é o mais mortal entre os homens. Entre as mulheres, o
de mama é o mais frequente. Os cinco tipos mais comuns de cancer que matam
homens sédo, em ordem de frequéncia, cancer de pulméo, cancer de estdbmago,
cancer de figado, cancer colorretal e cancer de eséfago. Os cinco canceres mais
comuns que matam mulheres sdo, em ordem de frequéncia, cancer de mama,
cancer de pulmao, cancer de estdmago, cancer colorretal e cancer cervical (IARC,
2020; WHO, 2018).

No Brasil, o cancer também é a segunda doenga mais mortal, tendo mais de
600 mil casos e mais de 224 mil mortes em 2020. O cancer de mama foi o mais
prevalente entre as mulheres nos anos de 2018 e 2020. Ja entre os homens, o de
prostata foi o mais prevalente em 2020, sendo o de traqueia, brénquio e pulmdes o
mais prevalente em 2018 (INCA, 2020).

O tratamento do cancer é realizado empregando-se trés principais
modalidades: a quimioterapia, radioterapia e cirurgia. A escolha depende da
suscetibilidade dos tumores a cada uma das modalidades terapéuticas e a melhor

sequéncia de sua administracdo, podendo ser administradas em conjunto.
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Atualmente, poucas sao as neoplasias malignas tratadas com apenas uma destas
modalidades (BRACCI et al., 2013).

A quimioterapia utiliza de medicamentos denominados antineoplasicos,
administrados em intervalos regulares, que variam de acordo com os esquemas
terapéuticos. Entretanto, estes agentes podem impactar ndo apenas o as células
tumorais, mas também as células normais do hospedeiro e, consequentemente, seu
sistema imune (BRACCI et al., 2013) (SWIFT; GOLSTEYN, 2014).

Trés familias diferentes de drogas antineoplasicas convencionais (Figura 9)
podem ser distinguidas de acordo com sua agado no DNA (GUICHARD et al., 2017)
(NUSSBAUMER et al., 2011):

1) Moléculas que atuam na sintese de DNA (antimetabdlitos);

2) Moléculas com agéo direta sobre o DNA (agentes alquilantes, agentes de
ligacdo cruzada, agentes intercalantes e inibidores da topoisomerase);

3) Moléculas com agao na mitose (agentes antitubulina).

Figura 9. Estruturas quimicas de alguns antineoplasicos de acordo com sua fungéo
farmacologica na célula.
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Fonte: Autor

2.4. Isoxazois (isoxazol e seus derivados)

Os isoxazdis sdao compostos heterociclicos de cinco membros, os quais
desempenham um papel significativo no campo da quimica medicinal. Possuem trés
atomos de carbono e um atomo de oxigénio vicinal a outro de nitrogénio, podendo
ser classificados como isoxazol, isoxazolina e isoxadiazolidina, dependendo da
insaturagao presente no anel. Quando insaturado, heterociclo aromatico, € chamado
de isoxazol (a), sendo parcialmente saturado os analogos sao chamados de
isoxazolinas (b-d) e completamente saturado é a isoxazolidina (e) (Figura 10)
(CHIKKULA; S., 2017).

Figura 10. Estruturas quimicas basicas dos nucleos isoxazol, isoxazolina e isoxazolidina.
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Fonte: Autor

Os nucleos de interesse neste trabalho, o isoxazol e o A? -isoxazolina,
possuem destaque quanto suas atividades farmacoldgicas, estando presente em
alguns produtos naturais (Figura 11), como no caso do antibiético antitubercular e
antilepra cicloserina 12 (A DESJARDINS et al., 2016), esteréis como o danazol 13
(MCKINNEY et al., 2013) e o muscimol 14 isolado da Amanita muscaria (MICHELOT;
MELENDEZ-HOWELL, 2003). Podem ser obtidos sinteticamente por reagdes de
ciclizagdo e de cicloadigdo, as quais originam compostos com atividade anti-
inflamatoria (BANOGLU et al., 2016), imunossupressora (ZIMECKI et al., 2018)
anticancer, antimicrobiana e antioxidante (SHAIK et al, 2020). Além disto, os
nucleos isoxazol e isoxazolina estdo presentes em medicamentos como os
antibidticos sulfametoxazol 15 e oxacilina 16, o antipsicotico risperidona 17, o
inibidor seletivo da COX-2, o valdecoxibe 18 e o acivicina 19, o qual possui atividade
antitumoral e leishmanicida (Figura 11) (AGRAWAL; MISHRA, 2018).
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Figura 11. Farmacos comerciais contendo o nucleo isoxazol (azul), isoxazolina (vermelho) e

isoxazolidina (verde).

Fonte: Autor

2.4.1. Isoxazol

Em um trabalho realizado por Trefzger et. al.(2019), uma série de nitrofurano
isoxazois foi sintetizada utilizando CuS04.5H20 e acido ascérbico e testada sua
atividade leishmanicida, a qual mostrou que os compostos substituidos por
cloroalquil eram ativos para o promastigota e amastigota formas, enfatizando a
atividade do composto 22a que apresentou Clso = 0,6 uM e IS = 5,2 contra as formas
amastigotas. Na série alquilada, o composto 22b se destaca com Clso de 8,5 uM e
IS de 8,0 para as formas amastigotas (Esquema 2) (TREFZGER et al., 2019).

Esquema 2. Sintese de nitrofurano isoxazois 22a-b
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Neste trabalho também foi avaliada a atividade antifungica, na qual o
composto 22b foi ativo contra todas as cepas de Candida testadas, com uma
concentragédo inibitéria minima (MIC) para C. krusei e C. glabrata de 35,5 yM e 17,5
MM, respectivamente, inferior ao fluconazol.

Em um estudo de avaliagdo antitumoral, séries de isoxazois e A*-isoxazolinas
ligadas a estrutura sacarina (Figura 12), apresentaram uma potente atividade
inibidora de anidrases carbdnicas humanas (hCAs), sendo seletivas contra hCAs IX
e XIlI (proteinas de membrana superexpressas na hipoxia tumoral, sendo a hCA IX
ausente em tecidos saudaveis). Neste estudo, as estruturas 23a e 23b foram as
mais potentes inibidoras hCAs IX e XlI, em concentragdes nanomolares, além de
nao exibiram efeito citotoxico de até 200 uM em fibroblastos humanos.
(D’ASCENZIO et al., 2020)

Figura 12. Estruturas quimicas de isoxazodis e AZ-isoxazolinas antitumorais ligadas a
estrutura de sacarina.
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O composto 23b (figura 12) atuou como quimiossensibilizador em
combinacdao com doses subtdxicas de doxorrubicina no teste in vitro contra a
linhagem celular MCF7 de cancer de mama, sendo aquele um coadjuvante na
atividade antitumoral, considerando a elevada cardiotoxicidade da doxirrubicina em
niveis terapéuticos. (D’ASCENZIO et al., 2020)
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A atividade leishmanicida de uma série de derivados de 3-nitro e 3-amino-
isoxazol foi realizada por Mukhopadhyay et al. (2020), tanto in vitro quanto in vivo,
contra protozoarios da Leishmania donovani. Os derivados 3-nitroisoxazois 24a-q
foram obtidos pela ciclizagdo de acetatos de Morita—Baylis—Hillman (MBH)
substituidos na presenca de NaNO: e iodo molecular, enquanto os 3-aminoisoxazois
25a-j foram obtidos pela condensagdo com aminas substituidas (Esquema 3)
(MUKHOPADHYAY et al., 2020).

Esquema 3. Sintese de derivados de 3-nitro e 3-amino isoxazdis .
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No ensaio in vitro, os 3-nitroisoxazdis apresentaram em sua maioria, uma Clso
entre 0,34 uM e 2,72 uM, frente a forma promastigota da L. donovani, sendo
equipotentes ou melhores do que ao do farmaco de referéncia testado, a miltefosina
(Clso = 2.52 pM). O composto 25m (R= 6-NO-3,4-OCH.0-CeH2) apresentou um Clso
= 0,67 yM e um SI = 6.51, valor superior ao da miltefosina (Sl = 5.76 ), sendo este
submetido ao teste in vivo e apresentando um crescimento percentual de 48% para
66% de inibicdo da carga parasitaria, apos o 7° dia para o 28° dia de tratamento por
via oral. Dentre os 3-aminoisoxazois o 27f (R = 6-N0O2-3,4-OCH20-CsHz; R = CHa-
(4-'Bu-CsHs) apresentou um Clsp = 0,54 uM e Sl = 14 para a forma amastigota, in
vitro contra L. donovani e uma inibicdo percentual de 12,7% no 28° dia apds o
tratamento in vivo. (MUKHOPADHYAY et al., 2020) (Figura 13)

Figura 13. Estruturas quimicas dos derivados de 3-nitro e 3-amino-isoxazoéis com atividade
leishmanicida.
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2.4.2. Isoxazolina

Em um estudo conduzido por Taia et al. (2020), uma série de 1,2,3-triazol-A?-
isoxazolinas 34 foram sintetizadas (esquema 4) por cicloadigdo 1,3-dipolar e
demonstraram atividade antiproliferativa contra diferentes linhagens celulares
(TAIA et al., 2020). Para a sintese do sistema de bi-heterociclicos de 1,2,3-triazol-
isoxazolina 32a-q, o alquil-eugenol 28, obtido por uma reagdo de O-alquilagdo do
eugenol 29, foi submetido a uma reagéo de cicloadigdo 1,3-dipolar com azidas 30
substituidas, dando origem aos monocicloadutos 31a-q. Estes foram submetidos a
outras reagoes de cicloadigao 1,3-dipolar, tendo por dipolo o 4-cloro-benzaldoxima e
a porc¢ao alqueno terminal dos monocicloadutos 31 como dipolardfilo, dando origem
aos Dbi-heterociclicos de 1,2,3-triazol- A?-isoxazolina 34a-g. As analises
espectroscopicas por RMN NOESY e HMBC dos compostos 31 e 34 revelaram

regioseletividade na formag&o destes (Esquema 4).

Esquema 4. Sintese do sistema de bi-heterociclicos de 1,2,3-triazol-isoxazolina 33a-
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Os compostos 31a-g e 34a-q foram testados para a atividade citotoxica in

vitro contra as linhagens celulares de fibrossarcoma HT-1080, carcinoma pulmonar
A549, e de carcinoma de mama MCF-7 e MDA-MB-231. A maioria das moléculas
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testadas exibiu efeitos inibidores do crescimento médio em todas as linhagens de
células tumorais com valores de Clso variando de 15 a 45 uM. O mais potente foi o
bis-heterociclo 34a, com uma Clso = 15,31 uM frente a linhagem de fibrossarcoma
HT-1080, enquanto seu precursor monocicloaduto 31a apresentou uma ICso = 18,61
uM, apresentando um acréscimo na atividade anticancer para esta linhagem,

sugerindo um efeito aditivo do anel isoxazolina (Figura 14).

Figura 14. Estruturas quimicas das moléculas 31a e 34a e suas atividade citotoxicas contra
células HT-1080.
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Uma série de hibridos tetrahidroquinolina-isoxazolina 37a-p (Esquema 5)
também foi sintetizada via reacdo de cicloadigdo 1,3-dipolar a partir do N-alil-
tetrahidroquinolonas 35a-d e respectivas aldoximas 36a-d com rendimentos
moderados a bons (63-77%) (BERNAL et al., 2020).

Esquema 5. Sintese de hibridos tetrahidroquinolina-isoxazolina 37
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Para a avaliagao in vitro da atividade anticancer, foram utilizadas linhagens

celulares de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), carcinoma de figado
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humano (HepG2), adenocarcinoma de pulmdo humano (A549), cervical cancer
(HeLa) e melanoma murino (B16F10). Os compostos 37a (CC50 = 11,37 uM, Sl =
51) e 37i (CC50 = 21,95 uM, SI > 4,6) (Figura 15) mostraram as melhores
atividades anticancer contra células de melanoma murino (B16F10) com seletividade
consideravel. O Composto 37h mostrou a melhor atividade anticancer em células de
cancer cervical (HeLa) (CC50 = 10,21 uM, Sl = 4,1), e foi ligeiramente mais ativo do
que a oxaliplatina (CC50 = 14,30 uM, S| = 3,60), medicamento de referéncia.

Figura 15. Estruturas quimicas dos hibridos tetrahidroquinolina-isoxazolina 37a, 35i e 37h e

seus valores de CCso, frente a células tumorais.

H H3co\dj HyCO
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OH
(CCso = 11,37 uM, SI=5,1)  (CCso =21,95 uM, S| >4,6) (CCso = 10,21 uM, S| = 4,1)

O trabalho relatado por Rodrigues et al. (2013) apresentou uma série de A?-
isoxazolinas incorporando fragdes de hidroxamato 42a-g, que atuam como inibidores
eficazes da anidrase carbonica (CA) do T. cruzi (TcCA).

A sintese ocorreu por cicloadicao 1,3-dipolar entre acidos hidroxamicos
substituidos 39a-q, como dipolo e o acrilato de etila 38 como o dipolardfilo, formando
os cicloadutos isoxazolinicos éster 41a-q, os quais, apés permaneceram em refluxo
com hidroxilamina durante 24h, formaram o sistema 3-aril-4,5-dihidroisoxazol 5-

carboxilico-hidroxamico 42a-g (Esquema 6).
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Esquema 6. Sintese de hibridos tetrahidroquinolina-isoxazolina 36

Q'
N+
HO. . |
|
_ R | /—R
o 39a-g g
\)J\O/\ — 2- 40a-g - -

Et3N, t.a., overnight

NH,OH,
MeOH, A, 24h.

Nle HN-OH

S O
S

42a-q
Os compostos da série 41 e 42 (Figura 16) tiveram a atividade citotdxica
antitriponossoma in vitro contra a forma epimastigotas do parasita T. cruzi. ensaiada,
sendo o composto 41g o que apresentou melhores valores de ICso frente a forma
epimastigota, em distintas concentragdes do composto (valores de ICso de 7,0 a <1
MM). O indice de seletividade (SI) foi de 6,7 e ndo apresentou nenhuma
citotoxicidade para células de macréfagos humanos. Dados preliminares in vivo
demonstraram que 42q pode atingir duas proteinas que sdo importantes para o ciclo
de vida do parasita: a-carbénico anidrase (TcCA) e as metaloproteinases, levando a
uma poderosa inibicdo do crescimento in vivo e uma diminuicdo substancial da
parasitemia em camundongos infectados com T.cruzi. Todos os ratos tratados com
este composto sobreviveram, além de ter sido mais eficaz do que o benznidazol,

droga referéncia usada nesse teste (RODRIGUES et al., 2013).
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Figura 16. Estrutura quimica de um hidroxamato-AZ-isoxazolinico 42g e os valores de sua
atividade antitripanossoma.
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2.5. Tiazol

O tiazol (Figura 17), também denominado 1,3-tiazol, € um anel
heteroaromatico de cinco membros, contendo um atomo de enxofre e um atomo de
nitrogénio do tipo piridina na posicdo 3 deste ciclico. E uma estrutura planar e sua
aromaticidade é proveniente da deslocalizacdo de um dos pares de elétrons de

enxofre através do anel (RAM et al., 2019).

Figura 17. Representacao estrutural do tiazol

1
S
2
5 ﬂ\ W
N
4 3
Fonte: Autor

O anel tiazol tem atividade farmacoldgica, estando presente em compostos de
origem natural, como o caso da tiamina 43, também conhecido como vitamina B1, a
qual possui um anel tiazol ligado a 2-metilpirimidina-4-amina como sal cloridrato.
Diversos farmacos comerciais contém este nucleo, podem ser citados como a
tiazofurina 44 (antitumoral, antiviral), o ritonavir 45 (antiviral), a nitazoxanida 46
(antiparasitario, antiviral), o tiabendazol 47 (antihelmintico) e o sulfatiazol 48
(antibacteriano) (Figura 18) (RAM et al., 2019; SOUZA, 2005).
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Figura 18. Estruturas quimicas de farmacos comerciais contendo o nucleo tiazol e suas
respectivas propriedades farmacoldégicas.
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Fonte: Autor

Uma série de bis-tiazbis 55a-c foi sintetizada pela condensag¢ao do derivado
de bis-tiossemicarbazona 53 com halogenetos de hidrazonila 54a-c (ALTHAGAFI et
al., 2018). Nesta sintese, o bis-indolina-2,3-diona 51 foi preparada por tratamento de
isatina 49 com 1,3-dibromopropano 50 em dimetilformamida com agitagcdo a
temperatura ambiente na presenca de quantidade catalitica de carbonato de
potassio. A fim de explorar a utilidade do bis-indolina-2,3-dione 51 na sintese do
scafolld, este foi condensado com tiosemicarbazida 52 em etanol na presenca de
quantidade catalitica de HCI sob refluxo por 6 h proporcionou o bis-
tiossemicarbazona 53 correspondente, com 85% de rendimento. Os derivados de
arilazotiazol 55a-c foram sintetizados em uma reacdo de one pot de bis-
tiosemicarbazida 53 com cloretos de 2-oxo-N-arilpropano-hidrazonoil 54a-c na
presenca de trietilamina (Esquema 7). Os derivados de tiazol 55a-c foram obtidos
com rendimentos elevados (ALTHAGAFI et al.,2018).
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Esquema 7. Sintese de bis-tiazois 54
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A atividade citotoxica dos derivados produzidos foi avaliada contra a linhagem
celular MCF-7 (célula de cancer de mama). A atividade antitumoral dos compostos
50, 52, 54a-c (Figura 19) foi avaliada in vitro, onde os compostos, 52 e 54a
apresentam maior atividade de ICso 0,0028 uM e 0,0047 pM, respectivamente,
apresentando maior poténcia em relagdo a droga de referéncia (doxorrubicina I1Cso =
1,2001 pM), além de destacar a fungéo do grupo tiossemicarbazona na molécula. Da
mesma forma, as observagdes coletadas de 54b e 54c mostraram atividade
anticancer moderada, mas aceitavel com Clsp em 2,3807 uM e 2,1020 uM,
respectivamente (ALTHAGAFI et al., 2018).
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Figura 19. Estruturas quimicas dos bis-tiazois 52, 54a e seus valores frente a atividade
citotoxica, contra linhagem MCF-7.
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Em estudo recente elaborado por Oliveira et al. (2020), tiazopiridinas foram
submetidas a avaliagéo leishmanicida contra L. infantum (OLIVEIRA et al., 2020). A
sintese da 2-piridinatiossemicarbazona 55 ocorreu pela condensagcdo da 2-
acetilpiridina 56 com tiossemicarbazida 51, a qual, na etapa seguinte reagiu com 2-
bromoacetocetonas substituidas 57a-e, formando assim os derivados tiazois com

espacador hidrazona 58a-e (Esquema 8).

Esquema 8. Sintese da 2-piridinatiossemicarbazona 58
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Os resultados da atividade leishmanicida in vitro foram promissores para os
compostos 58a (Clso = 3,57 uM ; IS = 12,73) , 58b (Clso = 3,12 uM ; IS = 18,94) e
58d (Clso = 4,44 uM; IS = 7,79), frente a forma promastigota, sendo estes
selecionados para serem testados frente a forma amastigota, apresentando os
seguintes resultados 58a (Clso = 0,99 uM ; IS = 46,10) , 58b (Clso = 0,43 uM ; IS =
137,37) e 58d (Clso = 0,59 uM ; IS = 59,05). Neste estudo, formas celulares
promastigotas foram analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), e
quando em contato com o composto 58b na concentracdo de Clsg, apresentaram
perda do volume celular com enrugamento intenso da membrana celular, com
auséncia de detritos celulares ou danos aparentes na membrana, sugerindo uma
morte por apoptose (OLIVEIRA et al., 2020) (Figura 12).

Figura 20. Estruturas quimicas dos derivados tiazdis com espacgador hidrazona 58a, 58b e
58d com valores de Sl para atividade leishmanicida.
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IS amastigota = 46,10 IS amastigota = 137,37 IS amastigota = 59,05

2.6. Hidrazona e Hidrazidas

As hidrazonas e hidrazidas (Figura 21) constituem uma classe importante de
compostos que contém o grupo azometino (-NH-N=CH-), sendo conectado com o
grupo carbonil quando hidrazida (POPIOIEK et al., 2016). Estas agem como
espacadores entre o arilo e 0 anel e a ligagdo N-N tem sido destacada como fungéo
chave em varios agentes bioativos, que €& responsavel por suas diferentes
aplicagbes farmacéuticas e torna possivel a sintese de diferentes scaffolds

heterociclicos. As hidrazonas sido obtidas pela condensacdo de hidrazinas com
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cetonas ou aldeidos, e quando com ésteres, formam as hidrazidas (MOHAREB et al.,
2010).

Figura 21. Representacao estrutural dos grupamentos hidrazona e hidrazida.
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Fonte: autor

As hidrazonas e as hidrazidas tém apresentado propriedades farmacologicas
como analgésica, antifungica, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoéria, anticancer e
leishmanicida (AMIM et al., 2015; BARMAN et al., 2014; LINDGREN et al., 2014;
RAJ et al., 2007; WANG et al.,, 2017). Além disso, medicamentos como o0s
antimicrobianos nitrofurazona 59, furazolidona 60, nitrofurantoina 61 e isoniazida 62,
assim como o vaso dilatador hidralazida 63 e o hemostatico carbazocrome 64
(Figura 22) sao conhecidos por conterem a porgdo hidrazida-hidrazona
(POPIOIEK et al., 2016) (THOTA et al., 2018).

Figura 22. Estruturas quimicas de principios ativos de farmacos comerciais contendo os
grupamentos hidrazona e hidrazida.
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Um estudo de Han et al. (2019) avaliou a atividade anticancer de uma nova
série de 1,2,4-triazois derivados do (S)-naproxeno 68a-m, contendo porg¢des
hidrazida-hidrazonas, sintetizados neste estudo (HAN et al., 2019). Neste estudo, o
naproxeno 65 foi escolhido por ter inibido a fosforilagdo da proteina quinase B (Akt)
e induzido apoptose em canceres de bexiga urinaria de ratos (KIM et al., 2013). A
porcao carboxilica do naproxeno 65 foi modulada para a obtencao do éster 1,2,4-
triazolico 66. Posteriormente, o composto com porgéo hidrazida 67 foi gerado pela
reacdo com hidrato de hidrazina. O composto final, com por¢ao hidrazida-hidrazona

68a-m, foi entdo obtido pela reacdo com benzaldeidos comercias (Esquema 9).

Esquema 9. Sintese de compostos 1,2,4-triazol contendo por¢gdes hidrazona-hidrazida 68

derivados do naproxeno 65.
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(i): CH3OH/H2SO04, (ii) NH2NH2.H20/C2Hs0H, (iii) 4-F-CsH4-NCS/n-butanol, (iv) 4N NaOH, (v)
BrCH.COOC:Hs, KoCOs, acetona, (vi) NH2NH2.H2O/EtOH, (vii) EtOH/glacial CH3COOH/Ar-
CHO.

Todos os compostos sintetizados foram avaliados para atividade anticancer
contra trés linhas de células de cancer de prostata (PC3, DU-145, e LNCaP) pelo
meétodo colorimétrico MTT. O composto 68a mostrou a melhor atividade contra a
linhagem celular PC3, com valores de Clso de 26,0 uM, sendo melhor que a
cisplatina (Clso = 39,9 uM). Para a linhagem DU-145, o composto 68m apresentou
melhor atividade, Clso = 31,6 yM, enquanto para a linhagem LNCaP, o composto 68d
apresentou melhor atividade anticancer com Clso de 44,0 uyM. Estudos in vivo
mostraram que o composto 68a pode ser promissor para o tratamento do cancer de

prostata (Figura 23).

Figura 23. Estruturas quimicas dos derivados do (S)-naproxeno 68a, 68m e 68d contendo

por¢cdes hidrazida-hidrazonas e respectivos valores de Clso.
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O trabalho de Althagafi et al. (2018), apresentado anteriormente, também
testou uma atividade citotoxica contra células de cancer de mama (MCF-7) dos
compostos bis-indolina-2,3-diona 50 e seus produtos bis-indolina-2-ona-3-hidrazona
69 e bis-indolina-2-ona-3-hidrazida 70, obtidos a partir das reagdes com o hidrato de
hidrazida e bezohidrazida, respectivamente (Esquema 10). Neste ensaio in vitro, foi
possivel verificar uma atividade citotdxica dos compostos 51 (ICso = 0,0289 uM) e 69
(ICs0 = 0,0113 pM), superiores ao farmaco de referéncia utilizado, a doxorrubicina
(ICso = 1,2001 yM) e uma baixa atividade do composto 70 (ICso = 25,000 uM),
podendo ser verificado que a presenga da porgéo hidrazona gera um efeito aditivo a
atividade citotéxica (ALTHAGAFI et al., 2018).

Esquema 10. Sintese de bis-indolina-2-ona-3-hidrazona 69 e bis-indolina-2-ona-3-hidrazida
70.
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Derivados acil-hidrazona de tiocroman-4-onas tiveram sua atividade
leishmanicida confirmada no trabalho de Vargas et al. (2017). Neste trabalho, 18
derivados acil-hidrazona de tiocroman-4-onas foram avaliados quanto a sua
atividade antileishmania in vitro, a forma amastigota intracelular de Leishmania
panamensis e atividade citotdéxica contra mondcitos humanos (U-937 ATCC CRL-
1593.2) (VARGAS et al., 2017).

A sintese dos tiocroman-4-onas foi realizada pela adicdo de tiofenol ou 4-
fluorotiofenol 71 com acidos carboxilicos a, B-insaturados 72 (acido acrilico,
crotonico ou cinédmico). Os acidos carboxilicos 73 obtidos passaram por uma reagéo
de ciclizagao apés o tratamento com acido sulfurico ou metanossulfénico, gerando o
tiocroman-4-ona 74. As cetonas resultantes foram condensadas com acil-hidrazidas
(hidrazida benzdica, isonicotina-hidrazida, semicarbazida ou tiosemicarbazida),
proporcionando a acil-hidrazonas 75 desejadas com rendimentos entre 38-85%
(Esquema 11) (VARGAS et al., 2017).

Esquema 11. Sintese dos tiocroman-4-onas acil-hidrazidas 75.
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Os resultados mostram que a insergéo das acil-hidrazonas o dos tiocroman-4-
onas aumenta significativamente a atividade antileishmania. Entre os compostos
testados, a semicarbazona e os derivados de tiosemicarbazona de tioflavanona 75n
e 750 (Figura 24) exibiram as maiores atividades antileishmania, com valores de
ECso de 54 e 51 uyM e baixas citotoxicidades, (CCsp = 100,2 e 50,1 pM,
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respectivamente), resultando em indices mais elevados de seletividade (IS = 18,6 e
9,8, respectivamente) (VARGAS et al., 2017).

Figura 24. Estruturas quimicas de acill-hidrazonas com atividade antileishmania.
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3.CAPITULO 1 - Parte quimica - Série A2-isoxazolina aza-biciclica
3.1.0bjetivos

3.1.1.0bjetivo Geral

Sintese e identificacdo de novos derivados hibridos A%-isoxazolina aza-

biciclica/tiazol, contendo hidrazona como espagador.

3.1.2.0bjetivos Especificos

a- Sintese de duas séries de novos hibridos isoxazolina aza-biciclica/tiazol,

contendo hidrazona como espagador 4.

b- Purificacdo e determinacdo de propriedades fisico-quimicas das novas

moléculas hibridas 4

c- Elucidagdo estrutural das novas moléculas hibridas 4 através de
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e '3C), no infra-

vermelho e de massas.
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3.2.Estratégia Sintética
3.2.1.Parte quimica

3.2.1.1.Retrossintese

A sintese proposta foi dividida, inicialmente, em duas vias de reagao distintas,
para obtencdo das duas séries de hibridos. Porém devido a dificuldades reacionais
com a segunda via, apenas a com espagador hidrazona sera foca neste trabalho. A
retossintese proposta, tém como composto sintético inicial o éster isoxazolina aza-
biciclico 80, o qual pode ser obitido por adicao de N-6xido de nitrila 8 a dupla ligagao
do sistema de enamida endociclica 79, a qual sera obtida por reagao de substituicao
dos cloretos de benzoila substituidos com pirrolina, obtidos a partir da pirolidina 76.
A ciclizagao de tiossemicarbazonas 83, derivadas da condensacdo um aldeido de
isoxazolina 82, gera o hibrido final 4 com espacgador hidrazona, sendo o aldeido

obtido pela oxidagao do éster 80 (Esquema 12).

Esquema 12. Retrossintese proposta para izoxazolina/tiazol 4.
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3.2.1.2.Via sintética

3.2.1.2.1.Sintese comum para as duas séries — Derivados intermediarios que
contém o nucleo isoxazolina aza-biciclica

A rota sintética comum era obter a sintese da isoxazolina aza-biciclica 80,
que se inicia com a producdo do trimero da pirolidina 78, a partir de uma oxidacao
da pirolidina 76, (Esquema 13). A préxima etapa € uma reagao de detrimerizagéo
formando o mondmero de pirrolina 77 seguida por uma reagao de conjugagao com
carboetoxiformonitrila (CEFNO) 8 gerada in situ, a partir de seu precursor
cloroximidoacetato de etila 7 para finalmente obter a isoxazolina aza-biciclica 80
(ALMEIDA et al., 2009; REIS et al., 2011).

Esquema 13. Sintese da série desenvolvida no Brasil, molécula aza-biciclica de

isoxazolina 80 para cicloadi¢ao.

D ] CI\%/COZEt EOZB Oy -OEt
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a) NazS204, AgNO3, NaOH, H.O, 1h, 0 °C depois 3h, t.a.; b) Cloretos de benzoila
substituidos, TEA, THF, 2 h, ))), 60 °C; ¢) 2-cloro-2-(hidroxiiminio) acetato de etila, TEA, THF,

30 min, t.a.

3.2.1.2.2.Sintese dos hibridos Isoxazolina aza-biciclica/Tiazol, apresentando
hidrazona como grupo espagador

O éster de isoxazolina 80 formado foi submetido a redugéo para alcool 81,
utilizando o agente redutor NaBH4 e posterior oxidagao para aldeido 82 via reagao
de Swern, visto que a oxidacao direta do éster de isoxazolina 80 para aldeido 82 nao
foi obtida corretamente, gerando um &acido carboxilico fungdo ou néo reagindo
(Esquema 14). A tiossemicarbazona 83 foi formada pela condensacgao dos aldeidos
da isoxazolina 82 substituidos por tiossemicarbazida. Em seguida, 2-bromo-
nitroacetocetonas reagiram tiossemicarbarbazonas 83, gerando os hibridos da série
4.
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Esquema 14. Obtencao dos hibridos de derivados aza-biciclicos da 2-isoxazolina / tiazol
com espacador hidrazona 4
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d) NaBH., EtOH, 1 h, 0 °C depois 1h, t.a.; €) DMSO, (COCI)2, CH2Cl2, TEA, 30 min, -70 °C
ou MnO; ativado, CH2Cl>, 1-4 h, t.a.; f) Tiossemicarbazida, EtOH, HCI, 2 h, 80 °C.; g) 2-
bromo-acetocetona, EtOH, HCI, 2 h, t.a.
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3.3.Resultados e Discussao

3.3.1.Sintese do trimero da A’-pirrolina 78

A A'-pirrolina 77 foi obtida através da oxidagéo catalitica da pirrolidina 76, pelo
perssulfato de sédio e o nitrato de prata como catalisador, procedendo a reagao a
0 °C e em meio basico. Devido a sua elevada reatividade, o monémero trimeriza no
meio reacional, obtendo seu respectivo trimero. Em nosso grupo de pesquisa, foi
verificada uma melhora no rendimento através da agitagdo vigorosa do meio
reacional. O procedimento experimental de sintese do trimero 78 esta descrito no
ltem
3.4.1.(Esquema 15).

Esquema 15. Sintese do trimero da A'-pirrolina 78.

Na,S,04 (aq) N
AgNO; (aq)
{ \ NaOH (aq) ta.
— ~ N_ _N
N 0°C N 60%
H H,0 g
6 7

78

Como falado acima, o trimero da A’-pirrolina 78 é uma estrutura mais estavel,
sendo formada em temperatura ambiente, mas, ao fornecer energia térmica ao
composto, pode novamente ser obtida a A'-pirrolina 77. A reatividade da A'-
pirrolina 77 se da pela presencga da ligagdo dupla polarizada e o par de elétrons
livres do atomo de nitrogénio, o que gera uma alta instabilidade e consequente

formacgao do trimero 78 como observado no Esquema 16.
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Esquema 16. Trimerizagdo da A’'-pirrolina 77: formagdo do trimero 78 a temperatura
ambiente.

3.3.2. Sintese das enamidas 79

Para a formacado das enamidas endociclicas 79a-e, uma solug¢ao do trimero
da A'-pirrolina 78 (bruto) em THF e TEA foi submetida a sonicagdo e aquecimento
por 30 minutos (Esquema 17). O processo de sonicagao e aquecimento, promovem
a formacado do monémero 1-pirrolina 77, pela destrimerizagao do respectivo trimero
78.

Esquema 17. Sintese das enamidas endociclicas 79a-f

N
_TEA, THF _ [ )] + TEA, THF
CL 7 X —_— o)
), 60 °C 30 min. N \ ), 60 °C
¢
R1 R1
77 79a-f

Em trabalhos anteriores em nosso grupo de pesquisa (DOS SANTOS, 2003),
foi possivel detectar que o aumento do tempo desta etapa n&o levou a alteragdo do
rendimento, levando a suposicdo que a destrimerizagdo do trimero 78 atinge o
equilibrio quimico com o mondémero 77. Também foi observado que a TEA é
importante para evitar uma degradagdo do mondmero da A'-pirrolina 77 (Esquema
18).

A segunda etapa consistiu na adicdo lenta do cloreto de benzoila p-
substituido, ainda sob sonicacdo e aquecimento. A reagao foi acompanhada por
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CCD, sendo finalizada através da observagao consumo total do cloreto de benzoila

p-substituido (Esquema 18).

Esquema 18. Mecanismo reacional de formagao das N-acil-2-enamidas 79.

D N@ (;D ) A Q Et;NH® CI°

R, R4
N-(acil)-iménio N-acil-2-pirrolina-iménio
(enamida)

A purificagdo se deu por cromatografia em coluna, sem extragdo do
subproduto formado, o cloreto de trietilamdnio, uma vez que tentativas anteriores
com agua e acetato de etila acarretaram degradagdao das enamidas (SARAIVA,
2020).

Os distintos substituintes citados, de carater eletro-atratores e eletro-
retiradores, promoveram distintos rendimentos para as enamidas 80 formadas,

variando entre 16 — 88%, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimentos das enamidas 79a-f sintetizadas.
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Enamida R1 Rendimento
79a p-Cl 44%
79b p-Me 35%
79¢c p-NO> 8%
79d p-F 30%
79 p-tBu 27%
79f p-OMe 16%

3.3.3.Sintese do cloridrato de glicina esterificada 85.

O aminoacido glicina é solubilizado em meio etandlico, sob agitacdo e
aquecimento, e convertido em sua forma de zwitterion, devido a abstracdo do
hidrogénio da carboxila pela amina primaria do ion dipolar (Esquema 19). Em
seguida, ocorre o ataque nucleofilico do carboxilato do ion dipolar sobre o enxofre
eletrofilico do cloreto de tionila (SOCI2), formando um intermediario, que em seu

rearranjo elimina o ion cloreto.

Esquema 19. Sintese do cloridrato de glicina esterificada 85

o) O
)J\/ SOk )J\/NJrH CI_
NH N 3
HO ? EtOH ©
84 98% 85

A carbonila do intermediario formado sofre o ataque nucleofilico do anion
cloreto, formando o cloreto de acila, o gas diéxido de enxofre e liberando outro ion
cloreto no meio reacional.

O cloreto de acila gerado sofre o ataque nucleofilico do etanol sobre sua
carbonila, formando assim o sal cloreto de glicina esterificada 85 (Esquema 20).

O rendimento desta reagao foi de 98%.
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Esquema 20. Mecanismo da sintese do cloridrato de glicina esterificada 85.

. + ()
. 0 ~— H N/\’(" zwitterion
H2N/ﬁ‘/“\H - . 3

.- 5
. 0: 0 . S - .o/;n\ -
HgN/ﬁ(" + 'S') —— HN RN VT — HSN/\”/u\s/u +iCl:
0 0O 0

Cl

/\H
/\O/H +C|)7 /_\ o
H3N/\H/ ~ /\O/ + HsN OV n OéSQO + 0l
o

Glicina esterificada

cl HJ]W O

3.3.4.Sintese do clorooximidoacetato de etila 7, precursor do N-Oxido de Nitrila —
CEFNO 8.

Através do éster da glicina 85, péde-se obter o clorooximidoacetato de etila 7, o

precursor do CEFNO 8, obtido in situ na reagédo de cicloadicao 1,3-dipolar. A sua
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sintese se deu por meio da oxidagao do cloridrato de glicina esterificada 85, tendo

como agente oxidante o nitrito de sddio (NaNO:2), em meio acido (HCI) (Esquema 21).

Esquema 21. Sintese do clorooximidoacetato de etila 7, precursor do N-Oxido de
Nitrila — CEFNO 8.

o O
+ - NaNO, N
J\/NH cl —— /\o)‘\/ “OH
~0 S HCI conc. &

39%
85

N

O precursor do N-6xido de nitrila possui uma boa estabilidade, por esse motivo
ele foi sintetizado em multi-gramas e armazenado por um longo periodo. Sua
purificacdo foi realizada por meio da recristalizagdo em hexano resfriado. O
rendimento desta reacdo foi de 39%, e a faixa de fusdo (69 — 71 °C) para

confirmacdo da formacgao do produto e sua pureza.

3.3.5.Sintese racémica dos cicloadutos isoxazolinicos rac-80

Esta sintese é uma etapa chave devido a formagao do grupo farmacoférico, o
nucleo 2-isoxazolina, sendo este intermediario necessario para o desenvolvimento

distintas séries com potenciais atividades biologicas (Esquema 22).

Esquema 22. Sintese dos ésteres de isoxazolinas rac-80a-f.

CO,Et
|‘| CO,Et
N+
| N
[\ o g J
N N
TEA, THF
o) N o) N
\ XX XX
R4 R4

79a-f rac-80a-f
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Para formacdo do nucleo isoxazolinico aza-biciclico, foi realizada a
cicloadi¢cao 1,3 dipolar entre as enamidas endociclicas rac-80a-f e N-6xido de nitrila
(CEFNO) 8, gerado in situ, a partir do clorooximidoacetato de etila 8 e trietilamina
(TEA).

Nesta cicloadigdo, a enamida se comporta como o dipolardfilo e interage com
o dipolo N-6xido de nitrila, gerando o nucleo 2-isoxazolina aza-biciclo. A TEA atua
como uma base, desprotonando o precursor, o clorooximidoacetato de etila 7. A
solugéo de precursor foi adicionada lentamente sobre uma solugdo de enamida 79, a
temperatura ambiente, condicdes importantes para favorecer a formacgdo do
cicloaduto, por diminuirem a formagao do dimero 86 do CEFNO 8 (Figura 25).

Mesmo assim, tanto o precursor quanto a TEA foram adicionados em
excesso, pois a dimerizagdo ocorre facilmente, devido a reatividade o CEFNO 8,
sendo detectado este fendbmeno em relatos na literatura (CECCHI; SARLO;
MACHETTI, 2005).

Figura 25. Formagao do Dimero N-6xido de nitrila 8 representada pela teoria dos Orbitais
Moleculares de Fronteira (OMF).

.
EtO,C—C=N*—0O" R LUMO /O\N/O

( Et0,C CO,Et

EtO,C—C=N*—O R%O_ HOMO

8 86

Em contato com a base TEA, ocorre a rapida desprotonacdo da oxima,
voltando o par de elétrons para o oxigénio, o0 que gera um composto com carga
negativa instavel. Sendo o cloro um bom grupamento de saida, este é expulso da
molécula pela formagdo da segunda ligagdo pi entre o nitrogénio e o carbono sp?,
gerando uma carga global negativa a molécula, tornando-a neutra e estavel

(Esquema 23).
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Esquema 23. Mecanismo de formacao dos N-6xidos de nitrila 8.

EtO,C Cal

(

N
I

CO,Et
c®
/BN/\

v ' §
o-

cloreto de trietilaménio

Toda reacado foi acompanhada por CCD, onde foi verificado a formacao do

éster isoxazolinico 80 e do dimero 86. Os rendimentos se encontram na Tabela 2.

Tabela 2. Rendimentos dos cicloadutos sintetizados.

CO,Et

N
0]

Cicloaduto R1 Rendimento
rac-80a p-Cl 89%
rac-80b p-Me 93%
rac-80c p-NO2 70%
rac-80d p-F 83%
rac-80e p-tBu 58%
rac-80f p-OMe 57%

A reagao de cicloadicdo nesta etapa é regida pela Teoria dos Orbitais

Moleculares de Fronteira (OMF) e devido as caracteristicas eletronicas do dipolo (N-

oxido de nitrila) e o dipolardéfilo (enamida), o mecanismo mais provavel é o néo

concertado, pois € o mecanismo reacional que ndo acontece em uma sO fase,
passando por intermediario (Figura 24) (SANTOS, 2003).
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Figura 26. Mecanismo proposto de cicloadi¢do 1,3-dipolar entre enamidas endociclicas ou

enecarbamatos e N-6xido de nit

rila CEFNO.

N-oxido de nitrila

enamida / enccarbamato

\ A
=k

¥

diasterooisHmern
"™

Fonte: Santos, 2003

O mecanismo especifico desta cicloadigado foi proposto por Dos Santos (2003).

devido a linearidade, do N-6xido de nitrila (dipolo tipo alenil), gerada pela

hibridizagdo sp no atomo de carbono e a polarizagdo da ligagado dupla da enamida

(dipolardfilo), deve ocorrer a formagao de uma das ligagdes sigma (ndo concertada),

formando o intermediario, o N-acil-iminio. Com a mudanga da hibridizagdo (de sp

para sp?), ha a possibilidade de aproximacgdo do oxigénio ao carbono da pirrolidina

(deficiente de elétrons), formando-se assim a segunda ligagdo sigma e consequente

formagéo da isoxazolina aza-biciclica (Figura 26) (SANTOS, 2003).
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Calculos de estudos cinéticos sdo necessarios para a confirmacdo do
mecanismo, mas caso seja concertado, deve ser nao sincronizado, devido as

caracteristicas mencionadas acima.

3.3.6.Sintese dos alcoois isoxazolinicos rac-81.

Para a formac&do do hibrido isoxazolina/tiazol com fungdo hidrazona,
promoveriamos uma reducdo direta da funcdo éster em C3 a aldeido rac-82,

gerando uma carbonila susceptivel ao ataque nucleofilico da tiossemicarbazona.

Esquema 24. Sintese do alcool isoxazolinico rac-81.

OH
CO,Et
N N N
3 NaBH, 3
N N
MeOH
0 ~ o) ~
P XX
\R1 R,
rac-80a-f rac-81a-f

Entretanto, em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, foi verificado
experimentalmente, que a tentativa de reducédo da funcéo éster C3 para a fungao
aldeido utilizando DIBAL-H ou superhidreto [(EtsAlH)Li], redutores brandos, foi
ineficaz, permanecendo intactos os ésteres isoxazolinicos (REIS, 2011). A utilizagao
de um redutor mais forte, como LiAlHs, ndo seria ideal, pois reduziria também a
fungdo amida (oriunda inicialmente das enamidas) (Esquema 24).

Para resolugao deste problema, foi realizada a redugao deste éster ao seu
respectivo alcool, utilizando o redutor NaBH4, para uma posterior oxidacédo branda
ao aldeido rac-82 (Esquema 25), conforme metodologia analoga desenvolvida para
isoxazolinas (SANTOS, 2003) e achados na literatura possibilitando sequéncia na
via sintética para obtengdo do hibrido isoxazolina/tiazol 4. Durante a redugdo do
éster etilico rac-80a-f, pode ser verificada a ocorréncia da formacdo do éster
metilico. Devido a transesterificacdo e a qualidade do borohidreto, também

influenciada pelo tempo de armazenamento, ha a necessidade de adicionar excesso
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do agente redutor. Os respectivos alcoois isoxazolinicos rac-81a-f sdo formados

com bons rendimentos, como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3. Rendimentos dos alcoois isoxazolinicos sintetizados.

Alcool R1 Rendimento
rac-81a p-Cl 96%
rac-81b p-Me 89%
rac-81c p-NO2 96%
rac-81d p-F 87%
rac-81e p-tBu 83%
rac-81f p-OMe 73%
OH
SN
/
O
N
0 AN
X
R;

3.3.7.Sintese dos aldeidos isoxazolinicos rac-82.
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A formacgao do aldeido, a partir do alcool primario formado em C3, foi
executada, em primeiro momento, pela reacédo de Swern (Esquema 25), por também
apresentar rendimentos satisfatérios em nosso grupo de pesquisa, para os alcoois
isoxazolinicos de 5 membros (REIS et al., 2011; SARAIVA, 2020), assim como para
os alcoois isoxazolicos de 6 membros (ALMEIDA, 2010; MESQUITA, 2018).

Esquema 25. Sintese do aldeido isoxazolinico rac-82.

OH NG
N SN
] DMSO, (COCl),, CH,Cl,, /
o) TEA, 30 min,-70°C @)
N ou N
MnO, ativado,
o AN CHOL 1-4hta O X
X >
R Ry
rac-81a-f rac-82a-f

Esta reacdo € conhecida por sua oxidagdo branda de alcoois e ocorre em
primeira etapa a reagdo do DMSO com o cloreto de oxalila, na qual este ultimo se
decompde, liberando mondxido e didéxido de carbono, liberando o cloreto de
dimetilclorossulfénico, o DMSO ativado. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico do
alcool 81a-f ao anion cloro dimetilssulfénico, formando o ion alcoxissulfénico, vindo
consecutivamente a acédo da base trietilamina, a qual induz a formagao da ligagao pi
e eliminacao do dimetilssulfeto, gerando o aldeido isoxazolino 82a-f. Toda a reacgéo
foi realizada em meio anidro e sob atmosfera de argbénio, com a formacgédo dos
subprodutos cloreto de trietlambdnio e o dimetilsulfeto que apresenta odor forte
caracteristico (OMURA; SWERN, 1978; MANCUSO; HUANG; SWERN, 1978).

O Esquema 26 apresenta o possivel mecanismo de obtencido dos aldeidos

isoxazolinicos 82a-f.
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squema 26. Mecanismo da reacédo de Swern, oxidacao dos alcoois isoxazolinicos aos
respectivos aldeidos isoxazolinicos.

0]
0) o)

Cl

L -
N P N /5\ ¢ L:c:o AN

Cl

n—0

N+
S—
H J
0 alcool
isoxazolinico
B E——

N
0 HCI

TEA

Ry R Ry
Outra via de sintese, para obtencédo dos aldeidos isoxazolinicos, envolveu o
oxido de manganés ativado (MnO: ativado) como agente oxidante. Tal escolha se
deu por uma questao de dificuldade logistica na obtengcdo do gelo seco, necessario
a reacao de Swern, além da n&o necessidade de reacao anidra.
Os aldeidos sintetizados foram purificados por cromatografia em coluna flash,

com rendimentos entre 53 — 86% para os substituintes descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Rendimentos dos aldeidos isoxazolinicos sintetizados.

H 0
SN
/
O
N
o A
>
R4
Cicloaduto R1 Rendimento (%)
rac-82a p-Cl 74*169**
rac-82b p-Me 76*/86**
rac-82c p-NO> 84*/53*

rac-82d p-F 96*/71**
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rac-82e p-tBu 45*/68**
rac-82f p-OMe 56*

*oxidagao via Swern / **oxidag&o via MnO:

A variagcdo dos rendimentos, apresentada na Tabela 4, mostra que néo é
possivel estabelecer a melhor metodologia, uma vez que as duas metodologias
apresentam rendimentos satisfatérios, apresentando vantagens, como reagées mais

limpas (via Swern) e maior praticidade nas condigdes reacionais (via MnO2).

3.3.8.Sintese das tiossemicarbazonas rac-83

Esquema 27. Sintese da tiossemicarbazona isoxazolinica rac-83.

e
H
N \}\l
o/ tiossemicarbazida - @)
N HCI, EtOH, ta. N
X <
\R1 R1

rac-82a-f rac-83a-f

A condensacéo dos aldeidos isoxazolinicos sintetizados com tiossemicarbazida,
geraram as primeiras moléculas inéditas deste trabalho, as tiossemicarbazonas
isoxazolinicas-aza-biciclicas de 5 membros (Esquema 27).

As reacdes de condensacdo entre os diferentes aldeidos rac-82a-f com
tiossemicarbazida ocorreu em meio etanodlico acido e foi baseada no estudo de
revisdo realizado por Tendrio et al, (2005), o qual apresenta diversas vias para
obtencdo de tiossemicarbazonas, além das metodologias apresentadas por
Pishawikar e More (2017) e Reis, C. et al. (2011) (PISHAWIKAR; MORE, 2017; REIS,
C. etal., 2011; TENORIO et al, 2005).

As tiossemicarbazonas podem ser obtidas através de dois métodos: obtengao
direta, fazendo uso da tiossemicarbazida podendo reagir com aldeidos ou cetonas; e
obtencado indireta, utilizando hidrazina e outros reagentes, com posterior de

condensagao com um derivado carbonilado especifico. O método utilizado neste



84

trabalho foi o de obtencao direta, para o qual, de acordo com a literatura, obtém-se
melhores rendimentos com a acidificagédo do meio. Isso ocorre devido as etapas da
reacdo serem reversiveis, de modo que o pH ideal é entre 4 e 5 (TENORIO et al.,
2005). Esta reacdo é bastante conhecida por sua alta quimioseletividade,
versatilidade e rapidez, apresentando geralmente altos rendimentos, apresentando
atividades biolégicas na literatura (BAKHERAD et al., 2019; ANAND et al., 2020;
TENORIO et al, 2005).

Na hipétese reacional, semelhante a proposta por Vekariya et al. (2017), o par
de elétrons presente no NH2 mais distante da C=S da tiossemicarbazida,
promovendo um ataque nucleofilico sobre a carbonila do aldeido isoxazolinico,
estando o oxigénio da carbonila previamente protonado pela presenga do catalisador
acido cloridrico (VEKARIYA et al., 2017). Em seguida, ocorre a desidratagao,
formagéao da ligagao pi, gerando o ion iminio e consequente formac¢ao da hidrazona

pela remocgéao do préton, gerando o derivado tiossemicarbazona. (Esquema 28).

Esquema 28. Mecanismo da adicdo nucleofilica para formagdo das tiossemicarbazonas
isoxazolinicas aos respectivos aldeidos isoxazolinicos.

As tiossemicarbazonas rac-83a-f foram sintetizadas a partir dos seus
respectivos aldeidos, os quais sendo solubilizados em etanol e em meio catalitico
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acido (pH = 4 - 5), foi posteriormente adicionada tiossemicarbazida a solugdo. Os
rendimentos encontram-se na Tabela 5.

O processo de purificagdo se deu por meio de consecutivas lavagens com
etanol e metanol, podendo ser utilizado o método de lavagem e recristalizagdo com

0S mesmos solventes.

Tabela 5. Rendimentos das tiossemicarbazonas isoxazolinicas sintetizadas.

H
N
N H
/N
N (0]
(@)
J A\
/\/
R4
Tiossemicarbazona R4 Rendimento
rac-83a p-Cl 68%
rac-83b p-Me 80%
rac-83c p-NO2 76%
rac-83d p-F 42%
rac-83e p-tBu 30%
rac-83f p-OMe 35%

A analise de RMN ¢é apresentada, de modo representativo, para a molécula
83d. As Figuras 27 e 28 apresentam a estrutura da tiossemicarbazona isoxazolinica
83d, como ilustracdo representativa, contendo todos os sinais de RMN de 'H e '3C,
respectivamente. Os sinais diagnosticos que confirmam a formagao do aza-biciclo 2-
isoxazolina, aparecem nos rotdmeros em 6,19 ppm e 6,69 ppm do 'H RMN e em
91,9 e 94,7 ppm do *C RMN. Os sinais caracteristicos de hidrogénios metilénicos
em 2,18 e 2,23 ppm e 3,03 e 3,37 ppm; 3,40 e 3,37 ppm; confirmam o nucleo de
cinco membros (Figuras 29 e 30). Outras moléculas sintetizadas em estudos
anteriores obtiveram deslocamentos quimicos semelhantes da 2-isoxazolina aza-
biciclica de 5 membros (REIS et al., 2011; DE ARAUJO, 2019), sendo a estrutura do

heterobiciclo confirmada.
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Figura 27. Dados espectrométricos de RMN de 'H 600 MHz da tiossemicarbazona
isoxazolinica rac-83d.
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Figura 28. Dados espectrométricos de RMN de C 150 MHz da tiossemicarbazona
isoxazolinica rac-83d.
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Figura 29. Espectro de RMN de "H (DMSO-46; 600 MHZz) da tiossemicarbazona isoxazolinica

rac-83a
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Figura 30. Espectro de RMN de 'C (DMSO-w; 150 MHz) da tiossemicarbazona
isoxazolinica rac-83a
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3.3.9. Sintese do hibrido tiazol/isoxazolina — hidrazona

Por fim, foi realizada a sintese do hibrido 2-isoxazolina-aza-biciclico/tiazol
com espacgador hidrazona 4 inédito, pela metodologia classica de Hantzch (1889), a
qual promove a condensagao de a-halocetonas com tioamidas (Esquema
29)(HANTZCH, 1889; DONOHOE et al., 2012).

Esquema 29. Sintese da tiazol/isoxazolinica com espacador hidrazona rac-4.

H. N
Z N” “NH;, H /N\N)\N R
|
H
N

2

H

N

O/ 2-halo-acetofenona O/
N N

HCI, EtOH, t.a.
o) | o~ o)
X
R R,

rac-83a-b rac-4a-4k

Esta ultima etapa reacional ocorreu em meio etandlico e foi catalisada por
acido, semelhante as metodologias aplicadas na literatura, onde pode-se obter 11
hibridos inéditos (ALTHAGAFI et al., 2018; BOUHERROU et al., 2017; SOUZA,
2005).

O mecanismo de reagdo € baseado na sintese classica de Hantzch (1889)
(Esquema 30), o qual consiste no ataque nucleofilico do atomo de enxofre da
tioamida ao carbono alfa do a-halocarbonil, com a formacdo de um composto
intermediario, que por desidratacdo subsequente leva ao tiazol correspondente.
(HANTZCH, 1889; BORCEA et al., 2021, ER et al., 2014).
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Esquema 30. Mecanismo da sintese do tiazol de Hantzsch para a formacgédo dos hibridos
tiazois/isoxazolinicos 4 com espacador hidrazona.

Z >N N H H
| /
H . S +H O—H
3 L NP & L &
- \N N Ar — > /N\ \N+ Ar
N \
H
X
R4

As reacdes foram realizadas com distintas tiossemicarbazonas isoxazolinicas
83 e a-halo-acetofenonas substituidas, em meio etandlico com pH 4, a temperatura
ambiente. O tempo reacional variou entre 30min a 2h, sendo a reagao monitorada
por CCD.

A purificacdo se deu por lavagem em etanol e éter etilico, com rendimentos
entre 40-86%, apresentados na Tabela 6, sendo semelhantes ao encontrado da
literatura para a formacgao de tiazois, em semelhantes condigbes (BOUHERROU et
al., 2017; SOUZA, 2005).



90

Tabela 6. Rendimento do hibrido tiazol/isoxazolina — hidrazona.

R\
H /N\NA\N A
2

|
H

O/N
N
(0]
Ry
Hibrido Cg’iclljizge R1 R2 Rendimento (%)
rac-4b FC-02 p-NO2 48
rac-4c FC-03 p-Me p-Cl 39
rac-4d FC-04 p-F 59
rac-4a* FC-01 p-NO2 40
rac-4e FC-05 p-Cl p-Cl 81
rac-4f FC-06 p-F 67
rac-4g FC-07 p-NO2 84
rac-4h FC-08 p-NO2 p-Cl 86
rac-4i FC-09 p-F 70
rac-4j FC-10 p-F p-NO- ”
rac-dk FC-11 p-tBu p-NO2 85

*0 composto 4a esta fora da ordem numérica para uma melhor visualizagéo dos R+

De forma representativa, € apresentada a elucidacao estrutural do hibrido
isoxazolina azabiciclica/tiazol rac-4j por ressonancia magnética nuclear, através de
RMN 'H de 600 MHz e RMN "3C de 150 MHz. Os espectros foram obtidos em uma
dimensao ('H, '3C e DEPT) e em duas dimensdes (COSY, HSQC e HMBC).

Uma caracteristica apresentada em todos os espectros da série, foi a baixa
resolucdo e intensidade dos sinais dos carbonos do aza-biciclo isoxazolinico,
caracteristicos para todos derivados ja obtidos com esse nucleo.

Outra caracteristica importante foi a presenca de sinais de rotameros dos
hidrogénios e carbonos proximos da fungdo amida, apresentando sinais duplicados.

O espectro DEPT propiciou a designacéo dos tipos de carbono (C, CH, CH>),
enquanto o COSY confirmou os acoplamentos esperados. A analise do espectro
HSQC propiciou a correlagdo dos carbonos aos respectivos hidrogénios ligados a

ele. O espectro HMBC permitiu analisar as correlagbes a duas e trés ligagdes,
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possibilitando estabelecer as correlagdes dos carbonos quaternarios principalmente
(Figura 31).

Figura 31. Estrutura do hibrido isoxazolinico rac-4j com numeragao atribuida.
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Analisando os espectros de 'H e de 'C, a isoxazolina aza-biciclica
apresentou sinais caracteristicos, confirmando a presenga da mesma na estrutura.
Em 6,18 ppm e 6,68 ppm (rotdmeros) aparece o hidrogénio H6a como sinal largo
integrando para 1 H. O respectivo carbono C6a, da jungdo dos anéis, aparece em
94,5 ppm e 92,0 ppm (rotdmeros). O H3a aparece como um tripleto largo em 4,24
ppm (J = 9 Hz). O carbono C3a aparece em 51,0 ppm e 49,1 ppm (rotdmeros). Os
metilenos em C4 e C5 apresentaram sinais dos hidrogénios diasterotopicos, além da
duplicacdo dos sinais devido a presenga dos rotdmeros. Os dois hidrogénios
diasterotopicos H4 apareceram respectivamente em 4,16 ppm e 3,51 ppm
(rotdmeros) e 3,08 ppm e 3,44 ppm (rotdmeros), ambos integrando para 1H. O
carbono C5 apareceu também duplicado em 43,6 ppm e 47,2 ppm. Os hidrogénios
diasterotopicos H4, mais distantes da amida, ndo apresentaram sinais de rotdmeros,
aparecendo como multipletos em 2,43 ppm e 2,25 ppm, ambos integrando para 1H.
O carbono C4, mais blindado, aparece em 27,1 ppm.

Com relagédo a fungdo hidrazona, o hidrogénio caracteristico HN14 aparece
em 12,70 ppm como simpleto, integrando para 1H, enquanto o hidrogénio da imina
H12 aparece com um sinal alargado em 7,89 ppm, enquanto o respectivo carbono
C12 aparece em 131,9 ppm.

Com relagao ao grupo benzoila, os hidrogénios aromaticos H10 aparecem em
7,35 ppm como multipleto, integrando para 2H, enquanto os hidrogénios H9

aparecem como multipleto em 7,70 ppm, integrando para 2H. Os respectivos
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carbonos C10 aparece como dupleto em 115,2 e 115,4 ppm, acoplando com o
atomo de fldor (/2 = 22 Hz), enquanto o carbono C9 aparece em 130,2 ppm. Os
carbonos quaternarios C7 da carbonila da amida aparece em 167,8 ppm, enquanto
C11, ligado ao fluor, aparece como dupleto em 163,9 e 162,3 ppm (J' = 246 Hz). O
carbono C8 aparece em 131,9 ppm.

Finalizando, o tiazol substituido pela arila, apresenta o hidrogénio C17 como
simpleto em 7,78 ppm, integrando para 1H, enquanto o carbono C17 aparece em
109,4 ppm. O carbono quaternario C18 do tiazol aparece em 148,6 ppm. O grupo 4-
nitrofenila apresenta os seguintes sinais; os hidrogénios H22 aparecem como
dupleto em 8,27 ppm (J = 6 Hz), integrando para 2H, enquanto os hidrogénios H21,
também aparecem como dupleto a 8,10 ppm (J =6 Hz), integrando para 2H. Os dois
carbonos quaternarios aromaticos C20 e C23, aparecem respectivamente em 140,3
ppm e 146,3 ppm (Figuras 32 e 33).

Analise similar foi realizada para as outras moléculas da série e todos os
espectros, assim como a lista de deslocamentos quimicos estdo disponiveis em

materiais e métodos.

Figura 32. Espectro de RMN de "H (DMSO-4s; 600 MHz) do hibrido isoxazolina/tiazol rac-4j.
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Figura 33. Espectro de RMN de "*C (DMSO-46; 150 MHz) do hibrido isoxazolina/tiazol rac-
4.
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Os espectros de Infravermelho foram obtidos pela metodologia de IV-ATR,
tanto para a molécula rac-4j, quanto para hibridos da série. Assim o espectro de
[.V.-ATR da molécula rac-4j, hibrido contendo o grupamento p-Cl em R1 e NO2 em
R2, esta apresentado na Figura 34.



Figura 34. Espectro do Infravermelho (IV-FT-ATR) do Hibrido isoxazolina/tiazol rac-4j.

Ligacdo Banda (cm?)
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N-H 3196,49
C-H assimétrico 3111,23
C-H simétrico 2994 85
1614,59 -
C=0 1603,99
NO, assimétrico 1566,80
NO, simétrico 1336,99
1508,26 e
=N 1426,90
C=C aromético 854,57
C-5-C 720,81

A atribuicdo das bandas do espectro no IV estdo indicadas no proprio

espectro, assinaladas por cores diferentes, assim como na tabela ao lado para os

principais estiramentos.
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3.4.Procedimentos Experimentais

Algumas reagdes por apresentarem sensibilidade a umidade precisaram ser
realizadas sob atmosfera de Argbnio, a saber, as reagdes de cicloadigao 1,3-dipolar,
as de formacdo dos alcoois a as de formacdo de aldeidos. Além disto, todas as
vidrarias permaneceram por cerca 4h a temperatura de 120 °C na estufa. Da mesma
forma, para estas reacgbes, os seus respectivos solventes foram devidamente secos
e destilados (THF — sodio/benzofenona; EtsN — CaHz; CHCI3 — CaClz; MeOH — o/
Mg©).

Os procedimentos de purificacdo das moléculas foram realizados através de
colunas cromatograficas flash utilizando silica gel 60 (230-400 mesh) como fase
estacionaria e acetato de etila e hexano, em suas devidas propor¢des, como fase
movel, estando estes previamente destilados. Também foram utilizados os
procedimentos de recristalizacéo, cristalizagcao e filtragdo em algumas reacoes,
utilizando metanol, isopropanol e hexano como solventes. Todas as reagdes foram
acompanhadas durante a execugéo e apos seu final por cromatografia em camada
delgada utilizando laminas cromatograficas de aluminio de 0,2 mm de espessura,
contendo silica gel 60 aderidas em uma de suas superficies. Apos aplicagcado da
amostra na lamina cromatografica e eluicdo da mesma, estas foram analisadas
através de luz ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. A visualizagdo das
manchas foi efetuada com lampada de U.V. ENF — 2400 C/F. Nas reagdes em
sonicagao, foram utilizados o aparelho de ultrassom UNIQUE® USC 1400-A,
apresentando frequéncia de 40 KHz. As faixas de fusdo dos produtos sélidos foram
mensuradas pelo do equipamento FISATON® 431D, a seco com leitura digital. Os
espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram obtidos utilizando o
equipamento PerkinElImer® (Spectrum 400), com dispositivo de reflectancia total
atenuada (ATR) com cristal de Seleneto de Zinco. As frequéncias dessa absorgéo
expressas em cm™'. Os espectros RMN de 'H, RMN de '3C foram obtidos em
equipamento Variam Unity® 300, 400 MHz e 600 MHz. Os deslocamentos quimicos
(6) foram expressos em ppm, tendo como padréo interno o tetrametilsilano (TMS)
para RMN 'H e o solvente da andlise (DMSO) para RMN de *C. Os sinais dos
espectros de RMN 'H foram designados da seguinte forma: deslocamento quimico
(), multiplicidade (s = simpleto, d = dupleto, dl = dupleto largo, t = tripleto, tl = tripleto
largo, q = quarteto, dd = duplo dupleto, dt = duplo tripleto, ddl =duplo dupleto largo,



96

m = multipleto, ml = multipleto largo, sl = sinal largo), constant/e de acoplamento (Hz)

e numero de hidrogénios.
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3.4.1. Sintese do trimero da A'-pirrolina 78

- Oleo amarelo-alaranjado viscoso
- C12H21N3 Q
- MM: 207,31 g/mol N

4

Sobre uma solugéo aquosa de pirrolidina (11,6 mL; 138,8 mmol), hidréxido de
sédio (11,48 g; 287,00 mmol) e nitrato de prata (0,118 g; 0,694 mmol) em 140 mL de
agua destilada, foi adicionada uma solu¢cdo aquosa 25% de perssulfato de sdodio
(33,82 g; 142,08 mmol; 134 mL) lentamente a 0 °C. Apds o término da adi¢ao, a
reagdo permaneceu em vigorosa agitagcdo a 0 °C por uma hora. Decorrido esse
tempo, a mistura reacional permaneceu por mais trés horas adicionais em vigorosa
agitacdo a temperatura ambiente. A mistura resultante foi extraida com
diclorometano (3 x 120 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o
solvente foi removido. O rendimento médio obtido foi de 78%. A utilizagdo do trimero
da 1-pirrolina 78 deve ser realizada rapidamente. Devido sua instabilidade, esse

deve ser armazenado por longo tempo.

DADOS ESPECTROMETRICOS 78

RMN de 1H (CDCI3, 5, ppm, 300 MHz, t.a.).

(parte do mondmero esta presente, devido ao equilibrio). 1,75 (m); 2,28 (m); 2,50 (m);
2,99 (m); 3,82(m); 7,59 (s).
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3.4.2. Sintese das enamidas endociclicas 79a-f
3.4.2.1. Sintese da N-(4-clorobenzoil)-2-pirrolina 79a

- Sélido branco amorfo

- C11H10CINO { >\

- MM: 207,65 g/mol 0
- Rf: 0,24 (AcOEt/hexano 3:7) Cl

- PF: 75-76 °C

O trimero da 1-pirrolina (2,12 g; 10,2257 mmol) foi solubilizado em THF seco (150
mL) e a essa solucéo foi adicionada a trietilamina (3,4 mL; 20,4514 mmol). A solugao
resultante foi colocada no aparelho de ultrasom, a aproximadamente 60°C, por 30
minutos. Decorrido o tempo, o cloreto de p-clorobenzoila (2,6 mL; 20,4514 mmol) foi
adicionado lentamente e apds o término da adigdo, a mistura reacional foi deixada
sob sonicacio e aquecimento por duas horas adicionais. A suspensao resultante foi
fitrada a vacuo e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O produto foi
purificado em cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de
etila’/hexano (3:7). A massa obtida foi 1,432 g, sendo o rendimento médio obtido de
44%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 79a

RMN de 'H (CDCI3, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,70 (m; 2H); 4,00 (t; J= 8 Hz; 2H); 5,21 (m; 1H; rotdmero em 5,38); 6,40 (m; 1H;
rotamero em 7,06); 7,38 (d; J= 8 Hz; 2H); 7,45 (d; J= 12 Hz; 2H)

RMN de '*C (CDCls, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

28,48 (CH2); 45,88 (CH); 112,37 (CH); 128,82 (2CH); 129,33 (2CH); 130,44 (CH);
134,31 (C); 136,53 (C-Cl); 166,83 (C=0)

IV-FT (ATR, cm™'), principais sinais.

2.863; 1.590; 1.566; 1.423; 846; 708
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3.4.2.2. Sintese da N-(4-metilbenzoil)-2-pirrolina 79b

- Sélido amarelo claro amorfo

- C12H13NO [ j\

- MM: 187,23 g/mol 0
- Rf: 0,28 (AcOEt/hexano 3:7) CH

- PF: 59-61 °C

3

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina (1,7136 g;
8,2654 mmol), trietilamina seca (2,18 mL; 16,5309 mmol), THF seco (72 mL) e
cloreto de p-metilbenzoila (2,79 mL; 16,5309 mmol). A purificagdo foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila’lhexano (3:7).

Foram obtidos 0,46 g do produto puro, sendo o rendimento 35%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 79b

RMN de 'H (CDCIs, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

2,37 (s; 3H); 2,69 (m; 2H); 4,00 (t; J = 8 Hz; 1H; rotamero em 3,82); 5,16 (s; 1H;
rotdmero em 5,34); 6,47 (s; 1H; rotdmero em 7,08); 7,20 (d; J = 8 Hz; 2H); 7,40 (d; J
=4 Hz; 2H)

RMN de 3C (CDCIs, 8, ppm, 100 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

21,52 (CHa); 28,46 (CH2); 45,77 (CH2); 111,44 (CH); 127,88 (CH); 129,09 (4CH);
130,99 (C); 140,61 (C); 167,14 (C=0)

LV. (filme, cm™'), principais sinais.

2.856; 1.602; 1.567; 1.412; 1.366; 828
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3.4.2.3. Sintese da N-(4-nitrobenzoil)-2-pirrolina 79¢

- Cristais amarelos

- C11H10N203 C )\

N

- MM: 218,20 g/mol 0
- Rf: 0,34 (AcOEt/hexano 1:1) NO

- PF: 148-153 °C

2

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina (3,26 g;
15,7408 mmol), trietilamina seca (4,27 mL; 30,6102 mmol), THF seco (100 mL) e
cloreto de p-nitrobenzoila (2,914 g; 15,7402 mmol). A purificacdo foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (3:7). A

massa obtida foi 0,6 g, sendo rendimento médio obtido 8%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 79¢

RMN de 'H (CDCIs, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

2,76 (m; 2H; rotdmero em 2,64); 4,06(m; 2H; rotdmero em 3,79); 5,31 (m; 1H;
rotdmero em 5,48); 6,34 (m; 1H; rotdmero 7,06); 7,70 (m, 2H); 8,29 (m, 2H)

RMN de '*C (CDCls, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

28,4(CHy); 45,8(CHz2); 123,8(CH; rotamero em 123); 128,8(CH; rotdmero em 128,3);
129,5 (CH); 141,6 (C); 164,4(C=0)

V. — FT (pastilha de KBr, cm™), principais sinais.
3.100; 2.968; 2.862; 1.595; 1.512; 1.427; 1.353; 1.316; 860.
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3.4.2.4. Sintese da N-(4-fluorobenzoil)-2-pirrolina 79d

- Oleo amarelo claro

- C11H10FNO [ >\

- MM: 191,20 g/mol o
- Rf: 0,42 (AcOEt/hexano 1:1) F

O procedimento da reagcao € semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (3,5 g;
16,8821 mmol), trietilamina seca (4,7 mL; 33,7642 mmol), THF seco (175 mL) e
cloreto de p-fluorobenzoila (4,1 mL; 33,7642 mmol). A purificacdo foi feita por
cromatografia em coluna “Flash”, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (3:7).

Foram obtidos 1,15 g do produto puro, com o rendimento de 30%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 79e

RMN de 'H (CDCls, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

2,68 (m;2H); 3,98 (il; J = 8,7Hz; 2H; rotdmero em 3,79); 5,19 (m; 1H; rotdmero em
5,36); 6,40 (m; 1H); 7,07 (m; 2H); 7,50 (m; 2H).

RMN de '3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

28,2(CHy); 45,67(CH2); 112,0 (CH); 115,4 (d; J = 21,7Hz; CH); 129,9 (d; J = 8,7Hz;
CH); 130,3 (CH); 131,8 (C); 163,6 (d; J = 248 Hz; C); 165,7 (C=0).

LV. (filme, cm™), principais sinais.

3.124; 3.078; 3.055; 2.966; 2.898; 2.865; 1;606; 1.508; 1.469; 1.428; 1.368; 1.289;
1.220; 1.153; 1.095; 847; 733; 567.
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3.4.2.5. Sintese da N-(4-metoxibenzoil)-2-pirrolina 79f

- Oleo amarelo-alaranjado viscoso

- C12H13NO2 [ 1\

- MM: 203,23 g/mol o
- Rf: 0,29 (AcOEt/hexano 1:1) o

CHj

O procedimento da reagcao € semelhante ao do item 3.4.2.1.

Os reagentes utilizados nessa sintese foram o trimero da 1-pirrolina 43 (3,5 g;
16,9072 mmol), trietilamina seca (4,79 mL; 34,41 mmol), THF seco (107,25 mL) e
cloreto de p-metoxibenzoila (7,578 mL; 33,8145 mmol). A purificagdo foi feita por
cromatografia em coluna flash, o eluente utilizado foi acetato de etila/hexano (1:1). A

massa obtida foi 2,0875 g, sendo o rendimento médio obtido 16%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 80d

RMN de 'H (CDCls, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

2,68(m; 2H; rotdmero em 2,55); 3,81(s;3H); 3,98(m; 2H); 5,16(s; 1H); 6,50(s; 1H;
rotdmero em 7,14); 6,89(m; 2H); 7,47(m; 2H)

RMN de '3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

28,2(CHz); 45,7(CHz); 55,2(CH3); 111,5(CH); 127,9(CH); 159,5(CH); 130,8(CH);
161,0(C); 167,0(C=0)

V. — FT (pastilha de KBr, cm-1), principais sinais.

2.957,1.607, 1.574, 1.512, 1.404, 1.365, 1.110, 1.028, 839, 708.
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3.4.3 Sintese da glicina esterificada 85

- Sélido branco amorfo

- C4H10CINO; )H
- MM: 139,58 g/mol Eto™

- PF: 145 - 146 °C

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, foram adicionados 200 mL de etanol
P.A., arrefecido em banho de gelo e equipado com agitagdo magnética. Com auxilio
de uma pipeta graduada foi adicionado lentamente ao meio reacional o cloreto de
tionila [SOCI2] (9,65 mL; 133 mmol), seguida da glicina (10 g; 133 mmol) foi
adicionada, apds término da adigdo o banho de gelo foi retirado e a mistura
submetida a refluxo por 4 h, sendo importante destacar que a faixa de temperatura
para completa solubilizagdo da glicina esta entre 74° C e 78° C. Apds transcorrido o
tempo, o etanol foi removido e a glicina esterificada lavada consecutivas vezes com
éter etilico, por meio da filtragcdo em funil de vidro sinterizado, afim de se retirar todas
as impurezas oriundas da obtengéo da glicina esterificada. O produto obtido foi 18,2
g do com rendimento de 98%.
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3.4.4. Sintese do clorooximidoacetato de etila 7 (precursor do CEFNO)

- Cristais brancos
- C4HsCINO3 O

Cl
- MM: 151,54 g/mol Eto)Hl/

N
- PF: 80 °C "OH

O cloridrato da glicina esterificada (20 g; 0,1432 mol), obtido comercialmente, é
dissolvido em agua (30 mL) e s&o adicionados acido cloridrico concentrado (24,78
mL; 0,8011 mol) e uma solugdo aquosa de nitrito de sédio (20 g; 0,2898 mol, 35mL
de agua). A adigcédo do acido e do NaNO: é feita da seguinte forma: metade do acido
€ adicionada e em seguida metade da solugéo de nitrito de sédio. Lentamente apos
a primeira adicao, a outra metada de solu¢do de HCI e da solugdo de NaNO- foram
adicionadas nas mesmas condi¢des. A adicdo do HCI e do NaNO: é feita a 0°C.
Depois de adicionada a ultima parte do NaNO2 a reagdo permanece em vigorosa
agitacdo a 0°C por 20 minutos adicionais. A solugao resultante foi extraida com
CH2Cl2 (4 x 50 mL) e a fase organica foi seca sobre Na SO, anidro. O solvente foi
removido e a solugdo resultante foi adicionado hexano resfriado. Na adigdo do
hexano, ocorreu a precipitacdo dos cristais brancos, cristais de clorooximidoacetato

de etila . A massa obtida foi de 8,46 g, correspondendo a um rendimento de 39%.
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3.4.5. Cicloadigao 1,3-dipolar das Enamidas endociclicas 80a-c com o 6xido de
carboetoxiformonitrila (CEFNO) 8.

3.4.5.1. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 80a.

Os_O._CHs
- Solido branco amorfo levemente amarelado SN
/
- C15H15CIN204 N o

- MM: 322,74 g/mol OJ\@L
- Rf: 0,38 (AcOEt/hexano 1:1) al
Primeiramente, a enamida 79a (0,9509 g; 4,5791 mmol) & solubilizada em
THF (14,9 mL) e a essa solugdo, a TEA foi adicionada (0,79 mL; 5,6740 mmol).
Separadamente, foi feita uma solucdo em THF do clorooximidoacetato de etila
(0,7693 g; 5,0768 mmol; 5,5 mL de THF) que, foi adicionada lentamente, via seringa,
na solugao reacional. Apds o término da adicdo do clorooximidoacetato de etila, a
reagao permaneceu em agitacado vigorosa por mais 30 minutos. Vale salientar que a
reagcao acontece em atmosfera de argdnio e todas as vidrarias foram previamente
secas por 4 horas. O término da reagéo foi verificado por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). Decorrido o tempo, a mistura reacional foi filtrada em funil
sinterizado para filtrar o sal cloreto de trietilamonio, que precipita no meio reacional.
Apds a remocao do solvente, um liquido viscoso amarelo foi obtido. Este liquido foi
purificado por Cromatografia em Coluna flash, utilizando uma mistura de solventes

como eluente, acetato de etila/hexano (1:5). A massa obtida foi 1,36 g,

correspondendo a um rendimento médio de 89%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 80a

RMN de 1H (CDCI3, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotdmeros.

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

RMN de 13C (CDCI3, o, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotdmeros.

14,0 (CH3); 27,8 (CH2); 43,5 (CH2); 51,1 (CH); 62,3 (CH2); 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).

IV-FT - ATR (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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3.4.5.2. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a tetrahidro3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 80b

- Oleo levemente amarelado

O« O._CHj
- C16H18N204
- MM: 302,32 g/mol \O,N
_RF: 0,21 (AcOEt/hexano 1:1) N

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.5.1.

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 79b (0,94 g; 5,01 mmol); THF
seco (16,3 mL); TEA (0,86 mL; 6,2068 mmol); clorooxiimidoacetato de etila (0,84 g;
5,5541 mmol; THF 6,06 mL). A purificagao do cicloaduto foi feita por cristalizagdo em

metanol. A massa obtida foi 0,83 g, correspondendo a um rendimento médio de 93%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 80b

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

1,39 (t; J = 7,6Hz; 3H); 2,2 (m; 1H); 2,39 (s; 3H); 3,19 (sl; 1H); 4,07 (t; J = 8,4Hz; 1H);
4,38 (m; 2H); 6,24 (sl; 1H); 7,24 (d; J = 8,4Hz; 2H); 7,57 (sl; 2H)

RMN de '3C (CDCI3, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

14,03 (CH3); 21,40 (CH3); 28,04 (CH2); 43,12 (CH2); 50,89 (CH); 62,29 (CH2);
96,31 (C-0); 128,06 (C); 129,01 (C); 131,92 (C); 141,26 (C); 152,25 (C=N); 159,94
(C=0); 169,74 (C=0).

IV-FT - ATR (cm™), principais sinais.

2.983, 1.718,1.645, 1.381,1.266; 1.777; 1.124, 1.016, 928, 830
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3.4.5.3. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 80¢c

- Sélido branco cristalino

Os_O-_CHs
- C15H15N306
_ MM: 333,29 g/mol \O,N
- Rf: 0,35 (AcOEt/hexano 1:1) N

-PF: 110 - 112°C OZ\Q
NO

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.5.1.

2

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 79¢ (0,448 g; 2,0539 mmol);
THF seco (10,9 mL); TEA (0,36 mL; 2,6164 mmol); clorooxiimidoacetato de etila
(0,36 g; 2,3615 mmol; THF 1,0 mL). A purificagdo do cicloaduto foi feita por meio de
uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente acetato de etila/hexano

(4:6). A massa obtida foi 0,30 g, correspondendo a um rendimento médio de 70%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 80c

RMN de 'H (CDCIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

1,36 (t; J = 7,2Hz; 3H); 2,24 (m; 1H); 2,42 (dd; J = 6,1Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,21 (ml;
1H); 4,13 (m; 1H); 4,35 (m; 3H); 6,07 (d; J = 7,8Hz; rotdmero em 6,91); 7,83 (dl; J =
7,8Hz; 2H); 8,28 (d; J = 8,7 Hz; 2H)

RMN de '3C (CDCI3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

(CH2); 43,5 (CH2); 51,4 (CH); 62,4 (CH); 95,3 (CH); 123,7 (CH); 129,0 (CH); 140,6
(C); 148,9 (C); 152,4 (C); 159,6 (C=0); 167,5 (C=0).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

2.970; 1.722; 1.652; 1.600; 1.524; 1.414; 1.350; 1.272; 1.130; 829.
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3.4.5.4. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 80d

- Sélido branco amorfo levemente amarelado

Os_O-_CHs
- C15H15FN204
- MM: 306,28 g/mol \O,N
- Rf: 0,39 (AcOEt/hexano 1:1) N

- PF:83-84°C OJ\Q
F

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.5.1

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 79d (1,15 g; 6,0271 mmol);
THF seco (10,1 mL); TEA (1,1 mL; 7,8893 mmol); Clorooxiimidoacetato de etila (1,05
g; 9,8984 mmol; THF 6,7 mL). A purificagdo do cicloaduto foi feita por meio de uma
cromatografia em coluna flash com o sistema eluente isopropanol/hexano (1:9). A

massa obtida foi 1,23 g, correspondendo a um rendimento médio de 83%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 80d

RMN de 'H (CDCIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

1,38 (t; J = 7,0Hz; 3H); 2,22 (ml; 1H); 2,40 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,5Hz; 1H); 3,20 (ml;
1H); 4,12 (t; J = 8,0Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,22 (sl; 1H); 7,12 (m; 2H); 7,69 (sl;2H)
RMN de '*C (CDCI3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

14,08 (CH3); 27,95 (CH2); 43,53 (CH2); 51,19 (CH); 62,4 (CH2); 96,17 (CH); 115,6
(d; J = 21,5Hz; CH); 130,4 (CH); 164,1 (d; J = 250,0Hz; C-F); 131,0 (C); 152,4 (C);
159,8 (C=0); 168,7 (C=0)

IV-FT - ATR (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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3.4.5.5. Sintese do éster etilico do acido 6-(4-metoxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-carboxilico 80f

- Oleo amarelo claro

Os_O._CHs
- C16H18N20s5
- MM: 318,32 g/mol \O,N
- Rf: 0,32 (AcOEt/hexano 1:1) N

O)’\@\
_CH
O 3

Os reagentes utilizados foram a enamida endociclica 79f (1,67 g; 8,2528 mmol);
THF seco (26,9 mL); TEA (1,42 mL; 10,2262 mmol); Clorooxiimidoacetato de etila
(1,38 g; 9,1498 mmol; THF 10 mL). A purificagdo do cicloaduto foi feita por meio de

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.5.1

uma cromatografia em coluna flash com o sistema eluente acetato de etila/hexano

(1:1). A massa obtida foi 2,06 g, correspondendo a um rendimento meédio de 57%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 80f

RMN de 'H (CDCIs, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

1,38 (t; J = 7,1Hz; 3H); 2,19 (ml; 1H); 2,35 (dd; J = 6,0Hz; J = 13,3Hz; 1H); 3,22 (sl;
1H); 4,08 (t; J = 8,4Hz; 1H); 4,36 (m; 3H); 6,35 (sl; 1H); 6,93 (d; J = 9,0Hz; 2H); 7,64
(sl; 2H)

RMN de '*C (CDCls3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

14,1 (CH3); 28,1 (CH2); 43,25 (CH); 50,9 (CH); 55,4 (CH3); 62,3 (CHz); 96,3 (CH);
113,6 (CH); 126,0 (C); 130,1 (CH); 152,4 (C); 159,9 (C-0O); 161,7 (C=0); 169,3 (C=0)
L.V. - FT (pastilha de KBr, cm™), principais sinais.

2.998,1.722, 1.645, 1.607, 1.513, 1.393, 1.257, 1.174, 1.128, 1.027, 932, 847.
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3.4.6. Sintese dos alcoois isoxazolinico 81a-e.

3.4.6.1. Sintese do alcool (4-clorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo[3,2-
d]isoxazol-6-il-metanona 81a.
OH

- Oleo incolor viscoso
- C13H13CIN203

- MM: 280,70 g/mol
- Rf: 0,11 (AcOEt/hexano 1:1) OJ\@
Cl

A uma solugdo do éster isoxazolinico 80a (1,32 g; 4,0973 mmol) em metanol seco
(110 mL) a 0°C, foi adicionado um equivalente por vez do borohidreto de sédio (0,46
g; 12,2919 mmol; 3 eq). Decorrida uma hora da adicao do primeiro equivalente, o
banho de gelo foi retirado e a reagdo permaneceu sob vigorosa agitagdo por mais
uma hora, em temperatura ambiente. O término da reag¢ao foi acompanhado por
CCD. Ap¢s o fim da reagao, o solvente foi removido. O produto bruto foi solubilizado
em acetato de etila (15 mL) e ent&o foi feita extragéo utilizando acetato de etila (3 x 9
mL) e agua destilada (9 mL). A fase organica foi seca sob sulfato de sddio anidro.
Apos a remocdo do acetato de etila um o6leo amarelo foi obtido. A purificacdo do
alcool foi feita por coluna cromatografica flash, utilizando como eluente um sistema
gradiente de acetato de etila/hexano (1:1 / 8:2). A massa obtida foi 1,08 g,

correspondendo a um rendimento médio de 96%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 81a

RMN de 'H (CDCls, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros. 2,00 — 2,20 (m,
1H); 2,30 (dd, J = 13 Hz; J = 5,7 Hz; 1H); 2,90 — 3,65 (m, 2H); 4,00 (m, 1H); 4,35 (d;
J=14,1 Hz; 1H); 4,44 (d; J = 14,1; 1H); 5,97 (d; J = 7,0 Hz; 1H) rotamero em 6,72;
7,40 (d; J = 8,1 Hz, 2H); 7,64 (dI; J = 8,0 Hz, 2H)

RMN de '3C (CDCI3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

26,7 (CHyz); 43,4 (CH2) rotamero em 47; 52,6 (CH); 56,8 (CHz); 93,3 (CH) rotamero
em 91; 128,6 (CH); 129,6 (CH); 133,3 (C); 136,9 (C); 158,9 (C=N); 169,1 (C=0).

V. - FT (janela de KBr, cm), principais sinais.

3508, 3080, 2970, 2888, 1632, 159, 1505, 1420, 1215, 848.
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3.4.6.2. Sintese do alcool (4-metilfenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo[3,2-
d]isoxazol-6-il-metanona 81b

- Oleo levemente amarelado

OH
- C14H16N203
- MM: 260,28 g/mol \O,N
- Rf: 0,21 (AcOEt/hexano 9:1) N

O)\@\
CH

O procedimento da reagao é semelhante ao do item 3.4.6.1.

3

Os reagentes utilizados foram o cicloaduto 80b (0,83 g; 2,7486 mmol); metanol seco
(73,8 mL); borohidreto de sédio (0,312 g; 8,3458 mmol; 3 eq;). A purificagdo do
alcool 49e foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente isopropanol/hexano (2:8). A massa obtida foi 0,51 g, correspondendo a um

rendimento médio de 89%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 81b

RMN de 'H (CDCIs, &, ppm, 400 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

2,06 (m, 2H); 2,26 (dd, J = 13,2Hz, J = 4,8Hz, 1H); 2,36 (s, 3H); 3,12 (sl, 1H); 4,00
(m, 2H); 4,34 (d, J = 14Hz, 2H); 4,44 (d, J = 1,6Hz, 2H); 6,01 (sl, 1H); 7,21 (d, J =
8Hz, 2H); 7,56 (sl, 2H)

RMN de '*C (CDCI3, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

25,21 (CHa); 26,83 (CH2); 43,26 (CH2); 53,44 (CH); 56,88 (CH.); 64,40 (CH); 93,63
(CH); 128,15 (CH); 128,94 (CH); 132,12 (C); 141,07 (C); 158,84 (C=N); 170,22 (C=0)
IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3.380; 2.955; 2.880; 1.611; 1.569; 1.411; 1.266; 1.138; 926; 847
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3.4.6.3. Sintese do alcool (4-nitrofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidropirrolo[3,2-
d]isoxazol-6-il-metanona 81c

. OH
- Sélido amarelo
- C13H13N30s5 \!\l
(@]

- MM: 291,25 g/mol N

- Rf: 0,20 (AcOEt/hexano 1:1) O)\©\
- PF: 106 °C NO

O procedimento da reagao é semelhante ao do item 3.4.6.1.

2

Os reagentes utilizados foram o cicloaduto 80c¢c (0,574 g; 1,7239 mmol); metanol
seco (46,3 mL); borohidreto de sddio (0,195 g; 5,1717 mmol; 3 eq;). A purificagao do
alcool foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o sistema
eluente de polaridade crescente de acetato de etila’lhexano (1:1 / 8:2). A massa

obtida foi 0,36 g, correspondendo a um rendimento de 73%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 81c

RMN de 'H (DMSO-Ds, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

2,23 (m, 2H); 3,08 (m; 1H); 3,70 (m; 1H); 4,24 (m, 1H); 4,28 (sl, 1H); 5,16 (s; 1H;
rotdmero em 5,14); 6,40 (d; J=7,8; 1H); 7,38 (m, 4H).

RMN de '*C (CDCI3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

26,9 (CHz; rotamero em 27,7); 44,2 (CHz), 50,8 (CH; rotamero em 49,7); 94,2 (CH;
rotdmero em 95,0); 128,4; 127,9; 127,7; 127,5 (dois CH com rotameros); 136,4 (C);
152,5 (C); 152,6 (C=N; rotdmero em 153,3); 159,4 (C=0).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3406; 3108; 3077; 2954; 1639; 1599; 1523; 1424; 1350; 843.

HRMS - ES- IT- TOF; M*+1

Calculado para C13H13N30s: 292,0927; Encontrado: 292,0909.
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3.4.6.4. Sintese do alcool (4-fluorofenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-tetrahidro-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 81d

- Oleo incolor viscoso OH
- C13H13FN2O3 SN
- MM: 264,25 g/mol @)

- Rf: 0,10 (AcOEt/hexano 1:1) O)\©\
F

O procedimento da reagao é semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o éster isoxazolinico 80d (0,85 g; 2,7637 mmol);
metanol seco (74 mL); borohidreto de sddio (0,314 g; 8,2911 mmol; 3 eq). A
purificacdo do alcool foi feita por meio de uma cromatografia em coluna flash com o
sistema eluente gradiente de acetato de etila/hexano (1:1 / 8:2). A massa obtida foi
0,69 g, correspondendo a um rendimento médio de 96%

DADOS ESPECTROMETRICOS 81d

RMN de 'H (CDCIs, &, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

2,06 (m, 1H); 2,27 (dd; J = 12,6; J = 5,7 Hz; 1H); 3,00 (m, 1H) rotamero em 3,40;
4,00 — 4,20 (m, 2H); 4,24 (m, 2H); 5,39 (t; J = 6,0 Hz; 1H OH); 6,03 (d; J = 7,5 Hz;
1H); rotdmero em 6,53; 7,33 (m; 2H); 7,67 (m; 2H).

RMN de '*C (CDCI3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

25,9 (CH2) rotamero 27,3; 43,5 (CH2) rotamero 47,4; 52,8 (CH) rotdmero 50,8; 55,2
(CH2); 92,7 (CH) rotédmero 90,1; 115,3 (d; J = 21,0 Hz; CH); 130,3 (CH); 132,1 (C);
159,9 (C=N); 164,7 e 161,5 (d; J = 240 Hz, C); 167,9 (C=0);

V. - FT (janela de KBr, cm™' ), principais sinais.

3506, 3052, 2970, 2884, 1639, 1597, 1500, 1415, 1210, 1153, 845
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3.4.6.5. Sintese do alcool (4-metdxifenil)-(3-hidroximetil-3a,4,5,6a-
tetrahidropirrolo[3,2-d]isoxazol-6-il-metanona 81f

- Sélido branco amorfo OH
- C14H16N204 NN
- MM: 276,28 g/mol ' o)

- Rf: 0,19 (AcOEt/hexano 9:1) 0)\©\
- PF:149°C O/CHB

O procedimento da reagao é semelhante ao do item 3.4.6.1.

Os reagentes utilizados foram o éster isoxazolinico 80f (2,4g; 6,9436 mmol); metanol
seco (186 mL); borohidreto de sédio (0,8 g; 20,8287 mmol; 3 eq;). A purificacdo do
alcool foi feita por meio de uma filtragdo em silica (5 cm de altura de silica na coluna)
com o sistema eluente gradiente de acetato de etila’/hexano (1:1). A massa obtida foi

1,50 g, correspondendo a um rendimento médio de 73%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 81f

RMN de 'H (CDCIs, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

2,05 (m, 1H); 2,26 (dd, J = 13,2Hz, J = 5,6Hz, 1H); 3,22 (sl, 1H) rotamero em 3,34;
3,81 (s, 3H); 3,96 (t, J = 8Hz, 1H); 4,34 (d, J = 14,4Hz, 2H); 4,43 (d, J = 14Hz, 2H);
6,05 (sl, 1H); 6,90 (d, J = 8,4Hz, 2H); 7,64 (sl, 2H)

RMN de '3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

26,91 (CH2); 43,36 (CH2); 52,45 (CH); 55,32 (CH3); 56,83 (CH2); 60,37 (CH); 93,69
(CH); 113,57 (C); 127,06 (C); 130,11 (CH); 158,90 (C); 161,57 (C=N); 169,77 (C=0).
IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3.374; 2.940; 2.881; 2.841; 1.604; 1.513; 1.393; 1.251; 1.172; 1.025; 925; 840.
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3.4.7. Sintese dos aldeidos isoxazolinicos 82a-f via Swern

3.4.7.1. Sintese do 6-(4-clorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2- d]isoxazol-
3-carbaldeido 82a.

- Solido amorfo amarelo claro H O
- C13H11CIN203

- MM: 278,69 g/mol \O!“
- Rf: 0,43 (AcOEt/hexano 2:3) N

-PF: 124 °C o)\©\
cl

O cloreto de oxalila (0,246 mL; 2,8779 mmol) foi solubilizado em um baldo de fundo
redondo com diclorometano seco (5,2 mL) em atmosfera de argénio e A -70 °C.
Apos estabilizagdo da temperatura € adicionada de uma so vez a solugao de DMSO
(0,411 mL; 5,7783 mmol) em 1,23 mL de CH2Cl>, preparada previamente. Apos 2
minutos, a solugdo do alcool isoxazolinico (0,648 g; 2,3247 mmol; CH2Cl> 1,44 mL)
foi adicionada gota a gota durante 5 minutos. Apds a adigdo do alcool a reagao foi
mantida sob agitagdo por 15 minutos e em seguida foi adicionada a trietilamina (1,64
mL; 11,6972 mmol). Apés 5 minutos da adicdo da TEA o término da reagao foi
verificado por CCD. Por fim, agua destilada foi adicionada ao meio reacional e
extragcdo com CH2Cl> (3 x 10 mL) foi realizada. Apds secagem da fase organica com
sulfato de sddio anidro e remogao do solvente, o produto bruto foi purificado através
de uma filtragdo em silica (5 cm de altura de silica na coluna) com o sistema eluente

acetato de etila/hexano (4:6). O rendimento obtido foi 74%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 82a

RMN de 'H (DMSO-Ds, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

2,00 - 2,40 (m, 2H); 3,07 (m, 1H) rotdmero em 3,94; 4,16 (m, 2H); 6,30 (d; J = 6,6 Hz;
1 H) rotdmero em 6,81; 7,61 (sl; 4H); 9,81 (s, 1H).

RMN de '3C (CDCls, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

26,2 (CHz; rotdmeros em 27,6); 43,6 (CH2; rotdmero em 46,7); 48,6 (CH; rotdmero
em 47,3); 96,9 (CH; rotdmero em 94,0); 128,6 (CH); 129,6; (CH).

V. - FT (pastilha de KBr, cm), principais sinais.

3030, 2980, 2861, 1650, 1626, 1580, 1398, 1250, 1090, 915, 843.
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3.4.7.2. Sintese do 6-(4-metilbenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2- d]isoxazol-
3-carbaldeido 82b

- Sélido amorfo amarelo claro

H @)
- C14H14N203
- MM: 258,27 g/mol “N
- Rf: 0,36 (AcOEt/hexano 1:1) N ©

- PF: 138 °C OZ\@L
CH

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.7.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 81b (0,54 g; 2,0749 mmol; CH2Cl2> 1,28 mL);
cloreto de oxalila (0,22 mL; 2,5696 mmol; CH2Cl> 4,64 mL); DMSO seco (0,36 mL;
5,1579 mmol; CH2Cl> 1,10 mL); trietilamina (1,46 mL; 10,4406 mmol). A purificagdo
do aldeido foi feita por filtragdo em silica (5 cm de altura de silica na coluna) com o
sistema eluente acetato de etila’/hexano (6:4). A massa obtida foi 0,37 g,

correspondendo a um rendimento de 76%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 82b

RMN de 'H (CDCls, 5, ppm, 400 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

2,20 (m, 2H); 2,38 (s, 3H); 3,14 (sl, 1H); 4,01 (t, J = 8,1Hz, 1H); 4,45 (sl, 1H); 6,30 (sl,
1H); 7,24(d, J = 7,5 Hz, 2H); 7,55 (sl, 2H); 9,88 (s, 1H)

RMN de '3C (CDCI3, &, ppm, 100 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

21,41 (CH3); 27,50 (CH2); 43,31 (CH2); 48,16 (CH); 97,50 (CH); 127,98 (CH);
129,07 (CH); 131,78 (C); 141,39 (CH); 159,50 (C=N); 169,71 (C=0); 185,26 (C=0)
IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

2.986; 2.865; 1.702; 1.583; 1.392; 1.260; 1.167; 920; 833
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3.4.7.3. Sintese do 6-(4-nitrobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2- dlisoxazol-3-
carbaldeido 82c

- Sélido amorfo amarelo claro H O
- C13H11N30s NN
- MM: 289,24 g/mol ' o)

- Rf: 0,45 (AcOEt/hexano 2:3)
O
-PF:81°C
NO

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.7.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 81¢ (0,365 g; 1,2545 mmol; CH2Cl> 0,776 mL);
cloreto de oxalila (0,132 mL; 1,5420 mmol; CH2Cl> 2,8 mL); DMSO seco (0,22 mL;
3,1182 mmol; CH2Cl> 0,66 mL); trietilamina (0,885 mL; 6,3124 mmol). A purificagao
do aldeido foi feita por cromatografia em coluna flash com o sistema eluente acetato
de etila/hexano (1:1). A massa obtida foi 0,2 g, correspondendo a um rendimento de
84%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 82¢
RMN de 'H e '*C (DMSO-Ds, 8, ppm, 300 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

Substancia degradou em solugdo, porém, sinal em 9,79 ppm, referente ao

hidrogénio aldeidico aparece, em RMN 'H, assim como o sinal 186,1; referente ao
carbono aldeidico em RMN "3C. A andlise de RMN sera repetida imediatamente
apos a diluicao da amostra.

IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3080, 2986, 2862, 1702, 1625, 1580, 1389, 1266; 1167, 1090; 921, 841; 759; 484.
HRMS - ES- IT- TOF; [M+1]*

Encontrado para C13H11N3Os: 290,0771; Calculado: 396,1469.
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3.4.7.4. Sintese do 6-(4-fluorobenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-d]isoxazol-
3-carbaldeido 82d

- Sélido amorfo amarelo claro H. O
- C13H11FN203 SN
- MM: 262,23 g/mol \ o

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.7.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 81d (0,3 g; 1,135 mmol; CH2Cl2 0,7 mL);
cloreto de oxalila (0,12 mL; 1,4059 mmol; CH2Cl2 2,62 mL); DMSO seco (0,2 mL;
2,822 mmol; CH2Cl2 0,6 mL); trietilamina (0,8 mL; 5,7123 mmol). A purificagdo do
aldeido foi feita por meio de cromatografia em coluna flash com o sistema eluente de
acetato de etila/hexano (3:7). A massa obtida foi 0,29 g, correspondendo a um

rendimento de 96%

DADOS ESPECTROMETRICOS 82d

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

2,10-2,20 (m,2H); 3,13 (sl, 1H) rotdmero em 3,66; 4,04 (t, J = 8,1Hz, 1H); 4,44 (sl,
1H); 6,24 (sl, 1H); 7,12 (t; J = 8,4Hz, 2H); 7,69 (sl, 2H); 9,88 (s,1H).

RMN de '*C (DMSO-Dg, 5, ppm, 75 MHz, t.a.), presenca de rotameros.

27,3 (CH2); 43,4 (CH2); 48,4 (CH); 97,1 rotdmero em 94,3; 115,6 (d, J = 21Hz; CH),
130,5 (CH); 132,0 (C); 159,1 (C=N); 162,5 e 165,8 (d, J = 250 Hz, C); 168,6 (C=0);
185,2 (C=0);

V. - FT (pastilha de KBr, cm™), principais sinais.

3.048, 2.960, 2.857, 1.700, 1.626, 1.388, 1.230, 854
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3.4.7.5. Sintese do 6-(4-metoxibenzoil)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aHpirrolo[3,2-d]isoxazol-
3-carbaldeido 82f

- Sélido amorfo levemente amarelado H_O
- C14H14N204 SN
- MM: 274,27 g/mol ' 0

- Rf: 0,36 (AcOEt/hexano 1:1) O)\©\
-PF:119°C O/CH3

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.7.1.

Os reagentes utilizados foram o alcool 81f (1,5 g; 5,4438 mmol; CH2Cl2> 3,36 mL);
cloreto de oxalila (0,58 mL; 6,7433 mmol; CH>Cl> 12,52 mL); DMSO seco (0,96 mL;
13,5342 mmol; CH2Cl2 2,9 mL); trietilamina (3,85 mL; 27,4561 mmol). A purificagdo
do aldeido foi feita por meio de fitragdo em coluna de silica (5 cm de silica) com o
sistema eluente acetato de etila’/hexano (3:2). A massa obtida foi 1,28 g,

correspondendo a um rendimento de 56%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 82f

RMN de 'H (CDCls, 5, ppm, 300 MHz, t.a.), presencga de rotameros.

2,13 — 2,30 (m, 2H); 3,16 (sl, 1H); 3,83 (s, 3H); 4,00 (t, J = 8,7Hz, 1H); 6,93 (d, J =
7,2Hz, 2H); 7,64(d, J = 7,6Hz, 2H); 9,88 (s, 1H)

RMN de '3C (CDCI3, &, ppm, 75 MHz, t.a.), presenga de rotameros.

27,62 (CHy); 47,87 (CHz); 55,37 (CHz3); 113,70 (CH); 126,77 (C); 130,08 (CH); 159,33
(C=N); 169,26 (C=0); 185,26 (C=0)

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

2.967; 2.889; 2.857; 1.703; 1.607; 1.576; 1.393; 1.253; 1.178; 1.033; 918; 843.
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3.4.8. Sintese das tiossemicarbazonas isoxazolinicas 83a-e.
3.4.8.1. (Z)-2-((6-(4-clorobenzoila)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-
il)metileno)hidrazina-carbotioamida 83a.

- S
- Sélido amorfo branco H /N‘NJ\NH
- C14H14CIN502S H 2
- MM: 351,81 g/mol \dN
- Rf: 0,48 (AcOEt/hexano 4:1) N

- PF: 183-186 °C o)\©\
cl

O aldeido isoxazolinico p-cloro 82a (0,9137 g; 3,2785 mmol) foi solubilizado em
etanol (61 mL), sendo adicionada a esta solugdo, tiossemicarbazida (0,2461 g;
3,2785 mmol) e 0,2 mL H2SOu4(q) 10%(v/v) como catalizador da reacao (pH 3). A
reagcdo permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente, sendo monitorada por
CCD. Apods 2h, foi possivel verificar o consumo total do aldeido p-Cl 82a e formacéao
de um precipitado insoluvel. Apos sucessivas lavagens com etanol, em funil
sinterizado n° 4, foi obtido o p6 amorfo branco puro, a tiossemicarbazona p-Cl 83a.
O rendimento obtido foi 68%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 83a

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-g4, ppm:11,73 (s, 1H); 8,50 (s, 1H); 7,89 (m, 2H); 7,58 (m,
4H); 6,18 € 6,67 (rot. sl, 1H); 4,25 9 (m, 1H); 4,07 e 3,43 (rot. m, 1H); 3,04 e 3,33 (rot.
m, 1H); 2,23 (m, 1H); 2,18 (m, 1H).

RMN *3C, 150 MHz, DMSO-4, ppm: 178,5 (C=S); 167,8 (C=0); 158,0 (C); 135,2
(CH); 134,2 (CH); 132,6 (C); 129,6 (C); 128,4 (CH); 94,6 € 91,8 (rot. CH); 50,5 e 48,7
(rot. CH); 43,6 e 47,2 (rot. CH2); 27,5 e 29,0 (rot. CHy).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3432,42 ; 3259,78 ; 3176,86 ; 2962,49 ; 1607,65 ; 1514,73 ; 1388,10 ;
1113,55 ; 852,64
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3.4.8.2. (2)-2-((6-(4-metilbenzoila)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-
il)metileno)hidrazina-carbotioamida 83b.

- Sélido amorfo branco

S
- C15H17CIN5O2S H /N\NJJ\NHZ
- MM: 331,39 g/mol SN H
- Rf: 0,48 (AcOEt/hexano 4:1) o)

- PF: 219-220 °C
S,
CH

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido 82b (0,6749 g; 2,6131 mmol);
tiossemicarbazida (0,1962 g; 2,6131 mmol); etanol (5 mL); AcOH conc. (0,25 mL),
pH 4. Apds 2h, houve formacdo de um precipitado insoluvel o qual foi filtrado e
lavado sucessivas vezes com etanol, obtendo-se p6 amorfo branco puro, a
tiossemicarbazona p-CHs 83a. O sobrenadante foi ajustado a pH 7, gerando

precipitado o qual também foi filtrado. O rendimento obtido foi 80%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 83b

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-46, ppm: 11,72 (s, 1H); 8,49 (s, 1H); 7,88 (m, 2H); 7,47 (m,
2H); 7,29 (sl, 2H); 6,21 e 6,69 (rot. sl, 1H); 4,24 (tl, J = 8 Hz, 1H); 4,09 e 3,46 (rot. m,
1H); 3,01 e 3,34 (rot. m, 1H); 2,35 (s, 3H); 2,19 (m, 2H).

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-45, ppm: Necessaria repeticdo desta andlise, sinais ndo

identificados no espectro.

IV-FT - ATR (cm™), principais sinais.

3431,29 ; 3210,42 ; 3163,43 ; 2880,41 ; 1607,22 ; 1518,00 ; 1386,36 ;
1109,60 ; 853,41
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3.4.8.3. (£)-2-((6-(4-nitrobenzoila)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-
il)metileno)hidrazina-carbotioamida 83c

S
- Solido amorfo branco H /N‘HJ\NHZ
- C14H14N6O4S SN
- MM: 362,08 g/mol N

- Rf: 0,38 (AcOEt/hexano 4:1) o
- PF: 193 - 200 °C NO

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido 82c¢ (0,7310 g; 2,5273 mmol);
tiossemicarbazida (189 mg; 2,5273 mmol); etanol (47 mL); 0,2 mL H2SO4q)
10%(v/v) (pH 4). Apdés 20 min. a temperatura ambiente, uma precipitado branco é
formado, sendo finalizada a reagao apos 1h. A purificagdo por sucessivas lavagens
em etanol, e éter etilico, respectivamente. A massa obtida foi 699 mg,

correspondendo a um rendimento de 76%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 83c

RMN 'H, 400 MHz, DMSO-46, ppm: 11,67 (s, 1H); 8,49 (s, 1H); 8,34 (m, 2H); 7,83 (m,
4H); 6,17 e 6,68 (rot. sl, 1H); 4,31 (m, 1H); 4,06 e 3,40 (rot. m, 1H); 3,09 e 3,33 (rot.
m, 1H); 2,28 (m, 2H).

RMN 3C, 100 MHz, DMSO-46, ppm: 178,5 (C=S); 167,3 (C=0); 158,0 (C); 148,3 (C);
141,5 (C); 132,6 (CH); 129,9 (CH); 123,6 (CH); 94,2 e 91,8 (rot. CH); 50,7 e 49,0 (rot.
CH); 43,7 e 47,1 (rot. CH); 27,5 e 28,9 (rot. CHz2).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3432,06 ; 3264,37 ; 3169,88 ; 2985,17; 1630,06; 1604,16 ; 1513,13 ;
1342,94 ;111534 ;863,28
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3.4.8.4. (2)-2-((6-(4-fluorobenzoila)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-
il)metileno)hidrazina-carbotioamida 83d

S
- S6li i HN., L
Sélido amorfo cinza - H NH,
- C14H14FN502S NN
- MM: 335,09 g/mol o

- Rf: 0,44 (AcOEt/hexano 4:1)
o
- PF: 224 -224°C
F

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido 82d (0,4959 g; 1,891 mmol);
tiossemicarbazida (142 mg; 1,891 mmol); etanol (35,2 mL); 0,12 mL H2SOu4(q)
10%(v/v) (pH 4), turvando apés 35 min. e a reagao finalizada apds 2h. A purificagéo
da tiossemicarbazona se deu por sucessivas lavagens em etanol. A massa obtida foi
449,6 mg, correspondendo a um rendimento de 42%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 83d

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-46, ppm:11,73 (s, 1H); 8,50 (s, 1H); 7,89 (m, 2H); 7,69 (m,
2H); 7,34 (m, 2H); 6,19 e 6,69 (rot. sl, 1H); 4,26 (m, 1H); 4,09 e 3,45 (rot. m, 1H);
3,03 e 3,37 (rot. m, 1H); 2,23 (m, 1H); 2,18 (m, 1H).

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-46, ppm: 178,5 (C=S); 167,9 (C=0); 163,1 (d, J' = 246
Hz, CF); 158,0 (C); 132,6 (CH); 131,9 (C); 130,2 (CH); 115,3 (d, J? = 22 Hz); 94,7 e
91,9 (rot. CH); 50,5 e 48,7 (rot. CH); 43,6 e 47,3 (rot. CH2); 27,5 e 29,0 (rot. CH>).
IV-FT - ATR (cm'), principais sinais.

3428,80 ; 3214,72 ; 3003,50; 2962,49 ; 1604,31 ; 1509,17 ; 1386,36 ;
1107,48 ;814,10
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3.4.8.5. (Z)-2-((6-(4-terc-butilbenzoila)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-
3-il)metileno)hidrazina-carbotioamida 83e

- Solido amorfo branco H S
o~
- C1gH23N502S H NH,
- MM: 373,16 g/mol N
N~ 0O
- Rf: 0,58 (AcOEt/hexano 4:1) o
- PF: 198 - 203 °C
tBu

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido 82e (0,8327 g; 2,7724 mmol);
tiossemicarbazida (0,208 g; 2,7724 mmol); etanol (51 mL); 0,17 mL H2SO4(q)
10%(v/v) (pH 4) por 3h a temperatura ambiente. Nao houve precipitagcdo do meio
reacional, sendo o solvente evaporado e o sélido formado lavado com diclorometano.

A massa obtida foi 311 mg, correspondendo a um rendimento de 30%

DADOS ESPECTROMETRICOS 83e

RMN 'H, 400 MHz, DMSO-46, ppm: 11,71 (s, 1H); 8,48 (s, 1H); 7,87 (m, 2H); 7,52 (m,
4H); 6,22 e 6,70 (rot. sl, 1H); 4,25 (tl, J = 8 Hz), 4,10 e 3,50 (rot. m, 1H); 3,02 e 3,41
(rot. m, 1H); 2,18 (m, 2H); 1,30 (s, 9H).

RMN "3C, 100 MHz, DMSO-46, ppm: 178,4 (C=S); 168,2 (C=0); 153,3 (C); 137,7 (C);
132,7 (CH); 127,5 (CH); 125,0 (CH); 95,0 e 92,3 (rot. CH); 50,7 e 49,4 (rot. CH); 43,6
e 47,3 (rot. CH); 34,5 (C); 30,9 (CHa); 27,6 e 29,0 (rot. CH>).

IV-FT - ATR (cm'), principais sinais.

3417,89 ; 3162,75 ; 2960,85 ; 1642,98 ; 1610,00 ; 1516,15 ;
1381,30 ; 1112,38; 847,88.
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3.4.8.5. (2)-2-((6-(4-metoxibenzoila)-4,5,6,6a-tetrahidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-3-
il)metileno)hidrazina-carbotioamida 83f

‘s S
- Sélido amorfo branco H /N‘NJ\NH
- C15H17NsOsS H 2
- MM: 347,11 g/mol \dN
- Rf: 0,21 (AcOEt/hexano 4:1) N

- PF: 204 - 208 °C o
O/CH3

O procedimento da reacao é semelhante ao do item 3.4.8.1.

Os reagentes utilizados foram o aldeido 82f (100 mg; 0,3646 mmol);
tiossemicarbazida (27,4 mg; 0,3646 mmol); etanol (7 mL); HCI (1 gota) (pH 4), sendo
porém 3h de refluxo. A purificacdo do aldeido foi por sucessivas lavagens em
metanol. A massa obtida foi 45 mg, correspondendo a um rendimento de 35%

DADOS ESPECTROMETRICOS 83f

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-4, ppm: 11,73 (s, 1H); 8,49 (s, 1H); 7,88 (sl, 2H); 7,60 (sl,
2H); 7,02 (sl, 2H); 6,25 e 6,71 (rot. sl, 1H); 4,24 (m, 1H); 4,10 e 3,51 (rot. m, 1H);
3,81 (s, 3H); 3,01 e 3,35 (rot. m, 1H); 2,19 (m, 2H).

RMN "3C, 150 MHz, DMSO-46, ppm: 178,5 (C=S); 168,1 (C=0); 160,9 (C); 158,0 (C);
132,7 (C); 129,7 (C); 127,4 (C); 113,5 (CH); 94,9 e 92,2 (rot. CH); 55,3 (CHz3); 50,5 e
48,9 (rot. CH2); 44,0 e 47,3 (rot. CH); 27,8 e 28,7 (rot. CH>).
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3.4.9. Sintese do hibrido isoxazolinico 4.
3.4.9.1. (2)-(4-clorofenil)(3-((2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-di-hidro-
3aH-pirrolo[3,2-d Jisoxazol-6(6aH)-il)metanona 4a.

- Solido amorfo amarelo ST\

- C22H17CIN6O4S H /N\NJ\/N>\©\Noz
- MM: 496,07 g/mol i
- Rf: 0,52 (AcOEt/hexano 1:1)

- PF: 244 - 247 °C fundiu com decomposicdo )\©\
O
Cl

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-cloro 83a (0,1180 g; 0,3354 mmol) foi
solubilizada em etanol (10,0 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-bromo-4-
nitroacetofenona (0,0861 g; 0,3354 mmol). A reagcdo permaneceu em agitacdo a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apéds 0,5h, foi possivel verificar o
consumo total da tiossemicarbazona. Apds sucessivas lavagens com etanol, foi
obtido o sdélido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 83a. O rendimento
obtido foi 40%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4a

RMN 'H, 400 MHz, DMSO-46, ppm: 12,71 (s, 1H); 8,27 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 8,10 (d, J
= 8,5 Hz, 2H); 7,88 (m, 1H); 7,80 (s, 1H); 7,59 (m, 4H); 6,16 e 6,66 (rot. s/, 1H); 4,44
(th; 1H); 4,14 e 3,48 (rot. m, 1H); 3,08 e 3,44 (rot. m, 1H); 2,44 (m, 1H); 2,25 (m, 1H)
RMN '3C, 100 MHz, DMSO-4, ppm: 167,8 (C=0); 157,1 (C); 156,5 (C), 148,7 (C);
146,3 (C); 140,3 (C); 135,3 (C); 134,2 (CH); 131,9 (CH); 129,6 (C); 128,5 (CH); 126,4
(CH); 124,2 (CH); 109,5 (CH); 94,4 e 91,7 (rot. C); 51,0 e 49,0 (rot. CH); 43,6 € 47,2
(rot. CH2); 27,1 e 28,4 (rot. CH>2).

IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3198,18 ; 2955,88 ; 1614,59 ; 1566,24 ; 1424,11 1330,09 ; 1104,58;
839,02; 720,75.
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3.4.9.2. ((2)-(3-((2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-di-hidro-3a H-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)(p-toluil)metanona 4b.

- S
- Sélido amorfo amarelo opaco A\
p 1 L= o
- C23H20N604S H

- MM: 476,13 g/mol
- Rf: 0,50 (AcOEt/hexano 1:1) N

- PF: 246 - 249 °C fundiu com decomposigcao O)\©\
CH

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-metil 83b (0,1180 g; 0,3017 mmol) foi

Y
O~z

3

solubilizada em etanol (10,0 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-bromo-4-
nitroacetofenona (0,067 g; 0,3017 mmol). A reagdo permaneceu em agitagado a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apés 20 min., foi possivel
verificar o consumo total da tiossemicarbazona. Apds sucessivas lavagens com
etanol, foi obtido o sélido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 83b. O

rendimento obtido foi 48%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4b

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-46, ppm: 12,68 (s/, 1H); 8,27 (sl, 2H); 8,10 (s/, 2H); 7,87
(sl, 1H); 7,78 (s, 1H); 7,53 (m, 2H); 7,30 (s/, 2H); 6,19 e 6,68 (rot. s/, 1H); 4,23 (sl,
1H); 4,16 e 3,51 (rot. m, 1H); 3,06 e 3,45 (rot. m, 1H); 2,45-2,15 (m, 5H)

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-46, ppm: 167,8 (C=0); 158,9 (C); 157,2 (C); 148,6 (C);
146,3 (C); 140,3 (C); 132,6 (CH); 132,1 (C); 128,8 (CH); 127,5 (CH); 126,3 (CH);
124,1 (CH); 109,4 (CH); 94,9 e 91,8 (rot. CH); 50,9 e 49,0 (rot. CH); 43,4 e 47,5 (rot.
CH2); 27,1 e 28,5 (rot. CH2); 20,9 (CHs).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3194,64 ; 2955,38 ; 1614,34; 1566,65 ; 1422,53; 1330,17 ; 1105,87;
839,37; 720,99.
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3.4.9.3. ((2)-(3-((2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-di-hidro-3a H-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)(p-toluil)metanona 4c.

57\
- Sélido amorfo amarelo H N._ /O\Q\CI
H

- C23H20CIN502S
- MM: 465,10 g/mol o/

- Rf: 0,60 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 257 - 258 °C fundiu com decomposigcao O)\©\
CH

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-cloro 83c (0,2120 g; 0,6396 mmol) foi
solubilizada em etanol (21,2 mL), sendo adicionada a esta solugédo, 2-bromo-4-
cloroacetofenona (0,1490 g; 0,6396 mmol). A reacdo permaneceu em agitacao a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apéds 1 h, foi possivel verificar o
consumo total da tiossemicarbazona isoxazolinica. Apds sucessivas lavagens com
etanol, foi obtido o sélido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4c. O

rendimento obtido foi 39%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4c¢

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-46, ppm:12,59 (s/, 1H); 7,80-8,00 (m, 3H); 7,40-7,60 (m,
5H); 7,30 (s/, 2H); 6,18 e 6,68 (rot. s/, 1H); 4,22 (t, J = 8,1 Hz, 1H); 4,15 e 3,50 (rot. m,
1H); 3,05 e 3,43 (rot. m, 1H); 2,30-2,50 (m, 4H); 2,22 (s/, 1H)

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-46, ppm: 167,5 (C=0); 157,2 (C); 156,5 (C); 149,4 (C);
140,3 (C); 133,2 (C); 132,6 (C); 132,0 (CH); 131,7 (C); 128,8 (CH); 128,6 (CH); 127,7
(CH); 127,2 (CH); 105,4 (CH); 94,6 e 92,0 (rot. CH); 50,8 e 49,0 (rot. CH); 43,4 e
57,4 (rot. CH2); 27,1 e 28,4 (rot. CH>); 20,9 (CHj3).

IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3181,63 ; 2999,69 ; 1620,95; 1568,07; 1422,13; 1330,17 ; 1159,74; 830,48;
729,34.
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3.4.9.4. ((2)-(3-((2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-di-hidro-3a H-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)(p-toluil)metanona 4d.

ST\
- Sélido amorfo bege claro
g H /N\NMF
H

- C23H20FN502S

X
- MM: 449,13 g/mol O,N
- Rf: 0,55 (AcOEt/hexano 1:1) N

- PF: 202 - 207 °C fundiu com decomposigao o)\©\
CH

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-cloro 83d (0,200 g; 0,6035 mmol) foi

3

solubilizada em etanol (20 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-cloro-4-
fluoroacetofenona (0,1040 g; 0,6035 mmol). A reagcdo permaneceu em agitagdo a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apds 24 h, foi possivel verificar o
consumo total da tiossemicarbazona isoxazolinica. Apds sucessivas lavagens com
etanol, foi obtido o solido amorfo bege claro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4d. O
rendimento obtido foi 59%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4d

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-g46, ppm: 168,6 (C=0); 161,6 (d, J' = 241 Hz, CF); 157,8
(C); 155,7 (C); 149,2 (C); 140,3 (C); 132,6 (CH); 131,5 (C); 131,4 (CH); 128,8 (CH);
127,7 (CH); 127,6 (C); 115,4 (CH, d, J? = 21 Hz); 104,0 (CH); 94,4 e 92,1 (rot. CH);
50,9 e 49,1 (rot. CH); 43,4 e 47,5 (rot. CHy); 27,3 e 28,6 (rot. CH2); 20,9 (CHs3)
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3.4.9.5. (2)-(4-clorofenil)(3-((2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-di-hidro-
3aH-pirrolo[3,2-d Jisoxazol-6(6aH)-il)metanona 4e.

S
- Sélido amorfo branco A\
H

- C22H17CI2N502S
- MM: 485,05 g/mol N
- Rf: 0,62 (AcOEt/hexano 1:1) N

- PF: 238 - 241 °C fundiu com decomposigao O)\@\
Cl

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-cloro 83a (0,250 g; 0,7106 mmol) foi
solubilizada em etanol (23,5 mL), sendo adicionada a esta solugéo, 2-bromo-4-
cloroacetofenona (0,165 g; 0,7106 mmol). A reagdo permaneceu em agitacdo a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apéds 18 h, foi possivel verificar o
consumo total da tiossemicarbazona isoxazolinica. Apds sucessivas lavagens com
etanol e éter etilico, foi obtido o sdélido amorfo branco puro, o hibrido
isoxazolina/tiazol 4e. O rendimento obtido foi 81%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4e

RMN 1H, 400 MHz, DMSO- 46, ppm: 12,62 (s, 1H); 7,70-7,95 (m, 3H); 7,40-7,70 (m,
7H); 6,15 e 6,65 (rot. d, J = 7,6 Hz); 4,34 (i, J = 7,6 Hz); 4,14 e 3,48 (rot. m, 1H);
3,07 e 3,42 (rot. m, 1H); 2,42 (m, 1H); 2,24 (m, 1H).

RMN 13C, 100 MHz, DMSO- 46, ppm: 167,5 (C=0); 157,3 (C); 156,6 (C); 149,5 (C);
135,3 (C); 134,2 (C); 133,3 (C); 132,1 (C); 131,5 (CH); 129,6 (CH); 128,7 (CH); 128,5
(CH); 127,2 (CH); 105,5 (CH); 94,3 e 91,7 (rot. CH); 51,1 e 49,2 (rot. CH); 43,6 e
47,3 (rot. CH2); 27,1 e 28,4 (rot. CH>).

IV-FT - ATR (cm™), principais sinais.

3183,60 ; 2872,43 ; 1624,29; 1568,06 ; 1476,02; 1405,06; 1158,68; 830,40;
729,01.
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3.4.9.6. (Z)-(4-clorofenil)(3-((2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-di-
hidro-3aH-pirrolo[3,2-d Jisoxazol-6(6aH)-il)metanona 4f.

. 7\
- Sélido granuloso amarelo Ho N D\Q\F
Z >N N
H

- C22H17CIFN502S
- MM: 469,08 g/mol °N
- Rf: 0,60 (AcOEt/hexano 1:1) N

- PF: 239 - 243 °C fundiu com decomposigao O)\©\
Cl

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-cloro 83a (0,250 g; 0,7106 mmol) foi
solubilizada em etanol (23,5 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-cloro-4-
fluoroacetofenona (0,122 g; 0,7106 mmol). A reagdo permaneceu em agitagado a
70 °C, sendo monitorada por CCD. Apés 6 h, foi possivel verificar o consumo total
da tiossemicarbazona isoxazolinica. ApOs sucessivas lavagens com etanol, foi
obtido o sdlido granuloso amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4f. O rendimento
obtido foi 67%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4f

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-46, ppm: 12,59 (s, 1H); 7,80-8,00 (m, 3H); 7,50-7,70 (m, 4
H); 7,38 (s, 1H); 7,24 (t, J = 8,4 Hz); 6,15 e 6,66 (rot. sl, 1H); 4,24 (m, 1H); 4,14 e
3,49 (rot. m, 1H); 3,07 e 3,42 (rot. m, 1H); 2,44 (m, 1H); 2,23 (m, 1H)

RMN 3C, 150 MHz, DMSO-g46, ppm: 167,4 (C=0); 161,6 (d, J' = 243 Hz, CF); 157,4
(C); 156,6 (C); 149,7 (C); 135,2 (C); 134,2 (C); 131,4 (C); 131,0 (CH); 129,5 (CH);
128,4 (CH); 127,5 (CH); 115,4 (d, J? = 21 Hz, CH); 104,4 (CH); 94,3 e 91,9 (rot. CH);
51,0 e 49,1 (rot. CH); 43,6 e 47,2 (rot. CHz); 27,0 e 28,3 (rot. CH>).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3169,86 ; 2950,33 ; 1618,70; 1565,81 ; 1484,59; 1427,99; 1226,67; 837,99;
722,50.
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3.4.9.7. (2)-(4-nitrofenil)(3-((2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-dihidro-
3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)metanona 4g.

5N
- Sélido granuloso amarelo H /N\NMNOZ
H

- C22H17N706S
- MM: 507,10 g/mol d

- Rf: 0,40 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 238 - 239°C fundiu com decomposicao O)\©\
NO

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-NO2 83g (0,200 g; 0,5519 mmol) foi
solubilizadoa em etanol (22 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-bromo-4-
nitroacetofenona (0,123 g; 0,5519 mmol). A reagdo permaneceu em agitagdo a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apéds 26 h, foi possivel verificar o
consumo total da tiossemicarbazona isoxazolinica. Apds sucessivas lavagens com
etanol e éter etilico, foi obtido o sdélido granuloso amarelo puro, o hibrido

isoxazolina/tiazol 4g. O rendimento obtido foi 84%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 49

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-g4s, ppm: 12,72 (s, 1H); 8,20-8,40 (m, 4H); 8,10(sl, 2H);
7,70-8,00 (m, 4H); 6,11 e 6,66 (rot. sl, 1H); 4,26 (sl, 1H); 4,14 e 3,44 (rot., m, 1H);
3,13 € 2,96 (rot., m, 1H); 2,50 (m, 1H); 2,28 (m, 1H).

RMN 3C, 150 MHz, DMSO-46, ppm: 167,8 e 167,2 (rot. C=0); 157,2 (C); 156,6 (C);
148,7 (C); 148,3 (C); 146,3 (C); 141,5 (C); 140,3 (C); 131,9 (CH); 128,8 (CH); 126,3
(CH); 124,1 (CH); 123,6 (CH); 109,5 (CH); 94,0 e 91,6 (rot. CH); 51,1 e 49,3 (rot. CH);
43,7 e 47,1 (rot. CH2); 26,9 e 28,2 (rot. CH>).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.

3186,07 ; 2988,54 ; 1626,55; 1567,85 ; 1507,78; 1427,45; 1326,96; 838,13;
716,74.




133

3.4.9.8. ((2)-(3-((2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-dihidro-3aH-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)(4-nitrofenil)metanona 4h.

ST\
- Sélido amorfo amarelo claro
H /N\Nwm
H

- C22H17CIN6O4S

X
- MM: 496,07 g/mol N
- Rf: 0,51 (AcOEt/hexano 1:1) N

- PF: 227 - 233 °C fundiu com decomposigao o)\©\
NO

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-NO2 83h (0,200 g; 0,5519 mmol) foi solubilizada

2

em etanol (22 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-bromo-4-cloroacetofenona
(0,128 g; 0,5519 mmol). A reagcdo permaneceu em agitacdo a 60 °C, sendo
monitorada por CCD. Apdés 6 h, foi possivel verificar o consumo total da
tiossemicarbazona isoxazolinica. Apds sucessivas lavagens com etanol e éter etilico,
foi obtido o sélido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4h. O rendimento
obtido foi 86%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4h

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-4, ppm: 12,62 (s, 1H); 8,27-8,38 (m, 2H); 7,80-7,92 (m,
5H); 7,42-7,50 (m, 3H); 6,10 e 6,65 (rot. sl, 1H); 4,27 (m, 1H); 4,13 e 3,48 (rot. m, 1H);
3,13 € 3,42 (rot. m, 1H); 2,49 (m, 1H); 2,29 (m, 1H).

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-46, ppm: 167,3 (C=0); 157,2 (C); 156,8 (C); 149,5 (C);
148,3 (C); 141,5 (C); 133,2 (C); 132,1 (CH); 131,3 (C); 128,9 (CH); 128,6 (CH); 127,2
(CH); 123,6 (CH); 105,5 (CH); 93,9 e 91,6 (rot. CH); 51,2 e 49,4 (rot. CH); 43,7 e
47,1 (rot. CH2); 26,9 e 28,2 (rot. CH>).

IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3209,74 ; 2992,22 ; 1625,06; 1568,37 ; 1525,15; 1475,12; 1344,54; 832,18;
711,84.
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3.4.9.9. (2)-(3-((2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-dihidro-3a H-
pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)(4-nitrofenil)metanona 4i.

5\
- Sélido granuloso marrom Ho _N_ @\Q\F
Z N N
H

- C22H17FN6O4S
- MM: 480,10 g/mol

- Rf: 0,48 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 237 - 239 °C fundiu com decomposi¢ao O)\©\
NO

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-NO2 83i (0,200 g; 0,5519 mmol) foi solubilizada
em etanol (22 mL), sendo adicionada a esta solugdo, 2-cloro-4-fluoroacetofenona
(0,095 g; 0,5519 mmol). A reacao permaneceu em refluxo a 80 °C, sendo
monitorada por CCD. Apos 20 h, foi possivel verificar o consumo total da
tiossemicarbazona isoxazolinica. Apds sucessivas lavagens com etanol, foi obtido o
solido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4i. O rendimento obtido foi
70%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4i

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-g6, ppm: 12,61 (s, 1H); 8,32 (m, 2H); 7,86 (m, 5H); 7,38
(m, 1H); 7,24 (il, J = 8,4 Hz, 2H); 6,10 e 6,65 (rot. d, J = 7,2 Hz, 1H); 4,27 (m, 1H);
4,13 e 3,43 (rot. m, 1H); 3,12 e 3,40 (rot. m, 1H); 2,47 (m, 1H); 2,27 (m, 1H).

RMN '3C, 150 MHz, DMSO-g46, ppm: 167,2 (C=0); 161,6 (d, J' = 243 Hz, CF); 157,2
(C); 156,6 (C); 149,7 (C); 148,3 (C); 141,5 (C); 131,0 (CH); 128,9 (CH); 128,7 (C);
127,5 (CH); 123,6 (CH); 115,4 (d, J? = 21 Hz); 104,4 (CH); 93,9 e 91,5 (rot. CH); 51,2
e 49,4 (rot. CH); 43,7 e 47,1 (rot. CH2); 26,9 e 28,3 (rot. CH>).

IV-FT - ATR (cm), principais sinais.
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3075,04 ; 294442 ; 1625,80; 1528,03; 1436,67; 1347,50; 1138,34; 839,37
728,32.

3.4.9.10. (2)-(4-fluorofenil)(3-((2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil)-4,5-
dihidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)metanona 4j.

ST
- Sélido amorfo amarelo H /N\N/KN NO,
H

- C22oH17FN6O4S
- MM: 480,10 g/mol

- Rf: 0,46 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 255 - 262 °C fundiu com decomposigcao 02\@\
F

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-F 83j (0,200 g; 0,5964 mmol) foi solubilizada
em etanol (23,8 mL), sendo adicionada a esta solugdo 2-bromo-4-nitroacetofenona
(0,1336 g; 0,5964 mmol). A reagdo permaneceu em agitagdo a temperatura
ambiente, sendo monitorada por CCD. Apds 2,5h, foi possivel verificar o consumo
total da tiossemicarbazona isoxazolinica . Apdés lavagem com etanol, foi obtido o
solido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4j. O rendimento obtido foi
79%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4

RMN 'H, 600 MHz, DMSO-¢s, ppm: 12,70 (s, 1H); 8,27 (d, J = 7 Hz, 2H); 8,10 (d, J =
7 Hz, 2H); 7,89 (m, 1H); 7,78 (s, 1H); 7,70 (m, 2H); 7,35 (m, 2H); 6,16 e 6,68 (rot. s,
1H); 4,24 (tl, J = 8 Hz); 4,16 e 3,51 (rot. m, 1H); 3,08 e 3.44 (rot. m, 1H); 2,43 (m, 1H);
2,25 (m, 1H).

RMN 3C, 150 MHz, DMSO-g6, ppm: 167,8 (C=0); 163,1 (d, J! = 246 Hz, CF); 157,4
(C):; 156,6 (C); 148,6 (C); 146,3 (C); 140,3 (C); 131,9 (CH); 131,8 (C); 130,2 (CH);
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126,3 (CH); 124,1 (CH); 115,3 (d, J? = 22 Hz, CH); 109,4 (CH); 94,5 e 91,8 (rot. CH);
51,0 e 49,1 (rot. CH); 43,6 e 47,2 (rot. CH>); 27,1 e 28,2 (rot. CH2).

IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3196,49 ; 2890,82 ; 1614,59; 1508,26 ; 1426,90; 1333,99; 1238,00; 854,57;
720,81.

3.4.9.11. (2)-(4-(4-(terc-butil)fenil)(3-((2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)metil )-4,5-
dihidro-3aH-pirrolo[3,2-d]isoxazol-6(6aH)-il)metanona 4k.

ST
- Sélido amorfo amarelo
I /N\NMNOZ
H

- C26H26N604S
SN
- MM: 518,17 g/mol 4
- Rf: 0,56 (AcOEt/hexano 1:1) N
- PF: 235 - 238 °C fundiu com decomposigao o)
CH,
CHs;

HsC

A tiossemicarbazona isoxazolinica p-tBu 83k (0,1180 g; 0,3354 mmol) foi
solubilizada em etanol (10,0 mL), sendo adicionada a esta solugéo, 2-bromo-4-
nitroacetofenona (0,0861 g; 0,3354 mmol). A reagcdo permaneceu em agitacdo a
temperatura ambiente, sendo monitorada por CCD. Apés 0,5h, foi possivel verificar o
consumo total da tiossemicarbazona isoxazolinica. Apos sucessivas lavagens com
etanol, foi obtido o sélido amorfo amarelo puro, o hibrido isoxazolina/tiazol 4k. O

rendimento obtido foi 85%.

DADOS ESPECTROMETRICOS 4k

RMN 'H, 400 MHz, DMSO-46, ppm: 12,71 (s, 1H); 8,27 (d, J = 6 Hz, 2H); 8,10 (d, J =
6 Hz, 2H); 7,87 (m, 1H); 7,79 (sl, 1H); 7,54 (m, 4H); 6,20 e 6,69 (rot. sl, 1H); 4,23 (sl,
1H); 4,20 e 3,53 (rot. m, 1H); 3,06 e 3,50 (rot. m, 1H); 2,41 (m, 1H); 2,22 (m, 1H).
RMN *C, 100 MHz, DMSO-46, ppm: 167,8 (C=0); 157,5 (C); 153,3 (C); 148,7 (C);
146,3 (C); 140,3 (C); 137,2 (C); 132,6 (CH); 132,0 (C); 127,6 (CH); 126,4 (CH); 125,1
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(CH); 124,1 (CH); 109,5 (CH); 94,7 e 91,9 (rot. CH); 50,8 e 49,1 (rot. CH); 43,3 e
47,5 (rot. CH2); 34,6 (C); 30,9 (CH3); 27,2 e 28,5 (rot. CHy).

IV-FT - ATR (cm™'), principais sinais.

3204,11 ; 2965,11 ; 1603,92; 1566,17 ; 1508,59; 1336,13; 1105,00; 835,45;
721,61.

4.CAPITULO 2 - Parte quimica - Série diaril-isoxazol

4.4.0bjetivos

4.4.1.0bjetivo Geral

Sintese e elucidacao de novos derivados hibridos diaril-isoxazois 10 e 11.

4.4.2. Objetivos Especificos

d- Sintese da série de derivados diaril-isoxazois 10 e 11.

e- Purificacdo e determinagdo de propriedades fisico-quimicas das novas

moléculas 10 e 11.

f- Elucidacdo estrutural das novas moléculas hibridas 10 e 11 através de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear ('H e ™C), no

infravermelho e de massas.
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4.5 Estratégia Sintética

4.5.1.Retrossintese dos diaril-isoxazois 10 e 11

A retrossintese proposta encontra-se no Esquema 31 e consistiu-se na
obtengcdo do diaril-isoxazol 10 e 11, a partir da cicloadicdo da 4-((4-
fluorophenil)etinil)piridina 90 com a carboetoxiformonitrila (CEFNO) 8 gerada in
situ. A 4-((4-fluorophenil)etinil)piridina 90 seria obtida pela condensacédo do 4-
fluoro-iodobenzeno com a 4-etinilpiridina 89, oriunda da desprotecdo do 4 -
((trimetilsilil) etinil). Este ultimo composto provém da 4-iodopiridina 87, reagente
inicial. A porgao éster presente no carbono C3, possibilitara a insergdo de novos

grupamentos as estruturas formadas.

Esquema 31. Retrossintese proposta dos diaril-isoxazois 10 e 11.

F
NI N
CO,Et | CO,Et
= A\
) N
O

7 \ o

N

S 10 F 1

7\

CO,Et

I Cl CO,Et
C \(
N+ N

H
| — II ——— H . é_ Z\OH
ﬁj B in situ
\ Z Z
N e < | 80 ) e

N
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4.5.2 Via sintética

4.5.2.1. Sintese via cicloadi¢cao

A rota de reagao utilizada consistiu na obteng&o do diaril-isoxazol 10 e 11.

A primeira rota sintética proposta, comega com a producdo de 4 -
((trimetilsilil) etinil) piridina 88 a partir de um acoplamento a 4-iodopiridina 87
(Esquema 32). Na etapa seguinte, ocorreu uma reagao de desprotegcdo formando
4-etinilpiridina 89 (produto volatil) e apdés uma reagao de acoplamento com 4-
fluoro-iodobenzeno o sistema diaril-acetileno 90 foi gerado, sendo realizado sobre
a reagao de cicloadigao 1,3-dipolar com carboetdxiformonitrila (CEFNO) 8 gerado
in situ, a partir de seu precursor clorooximidocetato de etila 7, para a entao

formacéao do nucleo isoxazol.

Esquema 32. Reagentes e condi¢cbes para sintese dos diaril-isoxazéis.

/N /N i ‘
N®—| a) ’ ‘ b) | , ‘ _ 9 ' ‘ .

F
Clw_CO,Et $OF

— =\ NZ
HO” CO,Et / CO,Et
; AN
B 0 | \/N e/ou | \/N
> BN (0] (0]
"X F 10 . 1

a) trimetilsililacetileno, Cul, Pd(PPhs).Clz, EtsN, acetonitrila, MW, 120 °C, 10min; b)
TBAF, THF, -15 °C, 30min; ¢) 4-fluoro-iodobenzene, Pd(PPh3).Cl> , Cul, EtsN, MW,
120 °C, 5 min.; d) KF, 1,2-DME, 80 °C, 18h.

z=0
I O-Z=0
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Devido a dificuldades encontradas na sintese pela via de cicloadicdo, outras
rotas sintéticas foram propostas, buscando a sintese da molécula final. Dentre as
vias propostas, a ciclizagdo de B-ceto-enol foi escolhida e sera apresentada mais a

frente nos resultados deste trabalho.

4.6.Resultados e Discussao

4.6.1.Sintese via cicloadicao

A sintese comecga com a produgao de 4-((trimetilsilil) etinil) piridina 88 a partir
de um acoplamento com a 4-iodopiridina 87 (Esquema 33). Na etapa seguinte,
ocorreu uma reagado de desprotecao formando 4-etinilpiridina 89 (produto volatil),
seguida de um acoplamento com 4-fluoro-iodobenzeno, o qual da origem a 4-((4-
fluorofenil)etinil)piridina 90. Este ultimo, foi submetido a uma reagao de cicloadigéo

1,3 dipolar com o CEFNO, porém sem sucesso.

Esquema 33. Sintese dos diaril-isoxazdis até o composto 90.

N
7z
N N |
~ ] ~ ] N
S— X X
N®7| _a)_> L C) H
0,
I B R .
87 88 89
SiMej H
CO,Ef F
Cl\g-COEt 2 .
] |||+ N/
HO” o CO,Et « / CO,Et
7 8 N\ N\
| N e/ou | N
d / /
) X AN (6] o]
NS 10 11

a) trimetilsililacetileno, Cul, Pd(PPh3)2Cl,, EtsN, acetonitrila, MW, 120 °C, 10min; b)
TBAF, THF, -15 °C, 30min; c) 4-fluoro-iodobenzene, Pd(PPhs)2Cl2 , Cul, EtsN, MW,
120 °C, 5 min.; d) KF, 1,2-DME, 80 °C, 18h
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A sintese foi acompanhada por UPLC-MS, porém nao foi verificada a formagao
do produto, sendo verificado a permanéncia do reagente de partida na reacgao.
Mesmo com mudangas na metodologia, ndo houve a formagéo do diaril-isoxazol 10
e/ou_11, o que nos levou a considerar o possivel impedimento estérico do difenil-
acetileno 90 sobre o CEFNO 8, impossibilitando a aproximagdo destes e
consequente dormagao do anel isoxazol.

Tal suposigdo foi confirmada com a mudanga na metodologia, onde a
cicloadigado 1,3-dipolar da 4-etinilpiridina 89 com o CEFNO 8 se processou com
sucesso, obtendo-se o nucleo isoxazol éster 91. Seguindo a mudanga metodolégica,
apos a purificagado do isoxazol éster 91, diversas tentativas de halogenagao no C4
do anel isoxazol foram realizadas, com o intuito de promover a introdu¢do do 4-
fluoro-benzeno, através de uma reacdo de Suzuki e consequente formacgao do diaril-
isoxazol 10, porém, em nenhuma delas obteve-se sucesso sintético, como
apresentado no Esquema 34.

Apods varias tentativas de otimizacdo, o composto 10 foi obtido com sucesso,
mas com baixos rendimentos. A via de sintese comega obtendo 4-((trimetilsilil)
etinil) piridina 88 de um acoplamento para 4-iodopirridina 87. O proximo passo é
uma reacdo de desprotecédo formando 4-etilnilpiridina 89 (produto volatil) seguido
por uma reacgado de cicloadi¢ao 1,3-dipolar com 6xido carboetdxiformonitrila 8
(CEFNO) gerado in situ, a partir de seu cloroximidoceto de etila precursor,
promovendo a formagao do nucleo isoxazol com uma fungao éster C3 e instalando
4-piridina C5 (composto 91). Em seguida, o éster foi reduzido ao alcool para
promover a inser¢ao de dimetilamina em uma reagcdo de um one pot via mesilato
intermediario 94. Esta estratégia de sintese possibilitou a obtengao de 4-piridil-
isoxazol 95 que sofre uma reacédo de arilagdo direta na presenca de 4-fluoro-
iodobenzene para levar ao composto desejado com um baixo rendimento (20%).

Apesar do sucesso da sintese, uma pequena quantidade de produto foi obtida
com baixa eficiéncia de reagao, para o unico composto obtido. Devido as condi¢des

impostas pela pandemia do COVID-19, esta série ndo foi concluida.
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Esquema 34. Sintese do composto 96 via cicloadigéo.

COZE!

C
Il
N+
H
8
—_—
76% 71% 23% © S
N A

SIMeg

N ] N(CHa), N(CHs),
H
e) f) A\ 9) | N N
v, —_— | N — J
82% N o 20% \ SN o
|
N A 95 N/ 96

[a) trimetilsililacetilno, Cul, Pd(PPhs),Cl,, EsN, acetonitrilo, MW,120°C, 10 min; b) TBAF,
THF, -15 °C, 30 min; c¢) Acetato de clorooximida de etila, CuSO,4. 5H,0, ascorbate de
sodio, KHCO3, H,O/tBUOH (1:1), t.a., 4h; d) NaBH4, EtOH, 1h, 0 °C, e overnight a t.a.; e)
Cloreto de metanosulfonil, TEA, THF, 5 °C e 1h a t.a.; f) NH(CHs)., diisopropiltilamina,
ACN, t.a., 30 min; g) 4-fluoro-iodobenzeno, PPhs, Cs>CO3, Pd(OAc)., DMF, 3,5 h a 85 °C
e t.a., ovemigth].

oO—;
T

I
87

Nesta etapa sintética, houve o empenho em acessar o analogo do composto
105 (o qual sera citado mais a frente), a saber o composto 96, invertendo as
posicdes de 4-piridina e 4-fluorofenil no nucleo isoxazol, a fim de completar o estudo
da relagdo de atividade estrutural, uma vez que neste doutorado a série do

composto 105 foi obtida primeiro.

4.6.1.1.Sintese da 4-((trimetilsilil)etinil)-piridina 88

A sintese da 4-((trimetilsilil)etinil)-piridina 88 foi baseada na reacao classica
cross coupling de Sonogashira et. al (1975), onde halogenetos de arila podem ser
acoplados com alcinos verdadeiros para a formacdo de alcinos dissubstituidos
(Esquema 36) (SONOGASHIRA; TOHDA; HAGIHARA, 1975). Esta reacao possui
vantagem de ser realizada em condi¢des mais brandas e de bons rendimentos em
comparagao com a reagao de acoplamento de Castro (STEPHENS; CASTRO, 1963).
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Esquema 35. Sintese da 4-(trimetilsilil)etinilpiridina 88.

N o | H%S"\Ae:;‘ N - L Sim
\\_/‘  PdPPhCLGmow) N/ iMes

Cul (10 mol%)
Et;N, MW, 120 °C
Acetonitrila

98% 88

O mecanismo de reacado consiste em dois ciclos cataliticos, um do paladio e
outro do cobre. E proposto que, a partir de um complexo de cloreto de paladio II,
seja formado o paladio com grau de oxidagéo 0, o qual é o catalizador ativo. Apds a
formagao do complexo de cloreto de paladio Il (PdCl.), ocorre no ciclo do Pd a etapa
de adigdo oxidativa 1), onde ha a insergdo de Pd° na ligagdo de haleto de arila,
fornecendo o complexo de paladio Il (Pd") (a). Um ciclo lateral apoiado por cobre
como co-catalisador (Cul) desenvolve o reagente organometalico c-alquinil para a
etapa de transmetalagédo 2) com o complexo (a). O intermediario o-alcinilpaladio Il (b)
€ produzido e passa pelo processo de isomerizagédo 3) formando o intermediario (c).
A eliminagcdo redutiva 4) ocorre eventualmente para fornecer o produto de

acoplamento (d) e regenerar o catalisador Pd° ativo (Esquema 36).
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Esquema 36. Ciclo catalitico da reagao de acoplamento de Sonogashira

(PPh3),Pd'"'Cl,

H-—=-R?
CUl/Et;N

EtsN, HCI

(PPha)zPd'—(C=C—R?),

R2— — R?
RZ—=-R'
Pd°(PPh,) R'.|
d \
4) 1)
R? 1
2 | I ?
RE=Pd—PPh, PPhy—Pd'—PPhg
PPh; |
c a
3) 2) H%R2
R' CUl/Et;N

|
PPh3—I’3d”—PPh3

I

R? b

Ets;N, HCI

Fonte: Autor

Apesar da sintese ser descrita a temperatura ambiente, esta etapa foi
realizada utilizando o micro-ondas para uma sintese mais rapida, sendo utilizado um
periodo de 10 minutos apenas (SALIH; BAQI, 2019).

4.6.1.2. Desprotecdo do TMS

A desprotecao para formacgao da 4-etinilpiridina 89 foi realizado por hidrélise
alcalina com fluoreto de tretabutiiaménio em THF (Esquema 37) conforme
apresentado na literatura (DAWOOQD et al., 2014), sendo em temperatura de -15 °C.
A reacdo ocorreu em apenas 30 minutos, sendo verificada 95% de converséo sobre

do reagente de partida ao produto pelo UPCL/MS.
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Esquema 37. Sintese da 4-etinilpiridina 89.

: > . . TBAF
N ———SiMe; - — > N — H
\ / -15°C, THF, 30 min. \ /

g8 71% -

(I}

Todavia, apds a purificagdo em cromatografia flash automatizada, o produto
nao foi detectado. Apds outras tentativas de purificacdo, dentre elas a liofilizagcao
para evitar o contato com a silica da coluna cromatografica, foi verificada a presenca
do produto na agua de descarte do liofilizador, sendo a 4-etinilpiridina 89 volatil,
sublimando facilmente. Por este motivo, a purificagdo em coluna flash utilizou
apenas diclorometano como solvente da fase modvel, seguindo a evaporagdo do
solvente sem a utilizacdo do vacuo no evaporador rotatério, apenas com a
temperatura do banho-maria (55 °C), obtendo-se o produto sélido com rendimento
de 71%.

4.6.1.3.Sintese da 4-((4-fluorofenil)etinil)piridina 90

As etapas anteriores, até a sintese deste alcino dissubstituido, a partir de
halogenetos de arila, sdo descritas em alguns trabalhos (DAWOOD et al., 2014;
ELANGOVAN; WANG; HO, 2003), dentre eles esta a tese de doutorado de Puget
(2003), realizada no grupo de pesquisa |ICimed, Université de Nantes (PUGET,
2003). A utilizacdo do micro-ondas nesta reacédo é descrita na revisdo de Batalha,
Sagrillo e Gama (2014) (BATALHA; SAGRILLO; GAMA, 2014).

Esquema 38. Sintese da 4-((4-fluorofenil)etinil)piridina 90

p— F | —
N N — y : - _
/4 "\ / F
Pd(PPha),Cl, (5 mol%)
89 Cul (10 mol%) 920

EtsN, MW, 120° C, 5 min.

16%
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Esta sintese ocorre pelo acoplamento catalitico de Sonogashira et al. (1975)
sob as mesmas condigbes equimolares do primeiro acoplamento com a 4-
iodopiridina e o trimetilsililacetileno, supracitados. O mecanismo € o mesmo
encontrado no Esquema 36, no topico 4.6.1.1 modificando-se os reagentes. Apesar
do baixo rendimento, este foi submetido a reagao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar.

4.6.1.4 Cicloadicao 1,3 dipolar

4.6.1.4.1.Dipolarofilo alcinos bi-substituido 90

Esquema 39. Sintese do sistema orto-diaril-isoxazol

N
g
cl Co,et F
J \C/ 2 NZ
[ CO,Et / CO,Et
N
I Ho” N N N
K | v T | N
/ /
EtsN, THF, t.a. AN 0 o
90 N .~
10 F 11

A cicloadigdo a partir da 4-(4-fluorofenil)etinilpiridina 90 foi realizada pela mesma
metodologia proposta por Almeida, V. et al. (2009) para a formagdo do nucleo
isoxazolina. Como nao haveria diferenciagdo eletrdnica significativa entre os
carbonos sp da ligacéo tripla, poderia haver a formagao de 2 isbmeros isoxazois.
Entretanto a reagdo n&o teve sucesso, mesmo com a modificagdes na metodologia
(CHULKY, et al. 2016; KANKALA et al., 2011). Uma hipdtese para a ndo formagao
do produto, € um possivel impedimento estérico causado pela densa nuvem
eletrénica da tripla ligagédo, o que impediria a aproximacgao do dipolo CEFNO.

4.6.1.4.2.Dipolardfilo alcino mono-substituido 89

A metodologia que apresentou melhor rendimento para a sintese do

cicloaduto foi a de Himo F. et al. (2005), onde o anel isoxazol € obtido a partir da
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cicloadi¢ao-1,3-dipolar de Huisgen (1963) entre uma azida e um alcino terminal, com
o catalisador do sulfato de cobre (Il) na presenga de ascorbato de sddio. A reagéao
ocorre a temperatura ambiente resultando na formacgdo seletiva de um unico

regioisdmero, o 3,5-isoxazol-dissubstituidos (Esquema 40) (HIMO et al., 2005).

Esquema 40. Sintese do cicloaduto fenil-isoxazol 91.

N Cl CO,Et
~ | \C/ 2
[l
U N
HO™
l | CuS04.5H,0
89 ascorbato de sédio,
H NaH003,

H,O/t-BuOH(1:1), t.a., 4h;
53 -16%

Na presenca de acetiletos de cobre (I) os NOs reagem com alcinos
fornecendo isoxazdis 3,5-dissubstituidos. A sequéncia catalitica (Esquema 41)
comega com a coordenagdo do alcino as espécies reativas de Cu (I) [CuLn]*
deslocando um dos ligantes L, neste caso o ascorbato (intermediario A). Na préxima
etapa, o NO substitui um dos ligantes e se liga ao atomo de cobre através do
carbono ligado ao nitrogénio, formando o intermediario B. Em seguida, o oxigénio do
NO em B ataca o carbono C-2 do acetileto, formando o metalaciclo C de cobre (lll)
de seis membros. De C, ocorre a contracdo do anel, que forma o derivado de cobre
D. A protedlise de D libera o produto isoxazol, completando assim o ciclo catalitico.
As etapas deste ciclo foram confirmadas por métodos computacionais (ROSCALES;
PLUMET, 2018).
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Esquema 41. Mecanismo de reacgao proposto para o catalisador Cu () de cicloadigio 1,3-dipolar
entre NOs e alcinos.

R1

O\N 2

CULn_2 /A

R! 1
= [CuL,J* R—=
~CO,Et
O\N 2
D
R'——=CulL,4
A
R1
Z"SCuly /\
O >co,kt .o
EtOQC—:N_O
c
R1%(|3uLn_2
°C
7
N “CO,Et
B

Fonte: Roscales e Plumet (2018). Adaptado.

Analise de RMN 'H confirmou a formacdo do isoxazol pela presenga do
singleto em 7,125 ppm pertencente ao H do anel isoxazol, dos tripleto e quarteto em
1,45 ppm (J =7,2 Hz) e 4,50 (J = 7,2 Hz) ppm, respectivamente, pertencentes aos H
do éster. Os sinais correspondentes ao H aromaticos sdo observados em 7,68 ppm
(J=6,0Hz, d) e o mais desblindado, em 8,79 ppm (J = 3.6 Hz, sl).

A determinagcdo da piridina no C-5 do isoxazol pdde ser confirmada pela
analise do espectro de RMN bidimensional de HMBC, onde o H em 7,1 ppm realiza
um acoplamento J2 com o C isoxazoélico em 157,2 ppm ligado ao éster e com o C
também isoxazodlico em 168,9 ppm ligado a piridina. Este ultimo C também
apresenta um acoplamento J2 como os meta-H em relagdo ao N da piridina,
enquanto que o C 157,2 ppm acopla apenas com o H em 7,1 ppm, como pode ser

verificado na Figura 35.
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Figura 35. Espectro de RMN HMBC 400 MHz do composto isoxazol 91
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4.6.1.5.Halogenacao

Com a mudanga da rota sintética para a formagcado do nucleo isoxazol, foi
necessaria a adequagao metodolégica para formagado do scaffold aril-isoxazol 10
(Esquema 42), sendo escolhida uma halogenag¢ao em C-4 para posterior insergdo do
4-fluoro-benzeno nesta posigdo pela reacdo de cross coupling de Suzuki (1979).
(SUZUKI-MIYAURA et al., 1979).

Esquema 42. Halogenagao em C-4 92.

CO,Et
H 2 | COgEt COgEt
A\ N
N NIS
| e A | O/N """""" > | \/N
\ S TFA 97%, ta. \ S \ o
N A NN ,} y
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A halogenacao foi baseada no trabalho de Watterson et al. (2016), onde uma
estrutura semelhante foi halogenada em C3, com rendimento de 97%, na presenca
de acido trifluoroacético (TFA) e N-iodosuccinimida (NIS). Esta estrutura é um
isoxazol com éster em C-3, sendo diferenciada apenas o substituinte fenil em C-5.
Mesmo com a similaridade estrutural, nosso cicloaduto isoxazol-éster 96 com o
substituinte piridina em C-5 permaneceu intacto, sem a formacdo do produto
halogenado. No presente doutorado, outras vias sintéticas promoveram a formagao
do isoxazol-éster com 4-fluorofenil em C-5, sendo a posterior halogenacdo desta
realizada com sucesso e um rendimento de 68%, com os mesmos reagentes, como

demostrado na Figura 36.

Figura 36. Rendimentos dos isoxazois-éster halogenados com diferentes substituintes.

CO,Et CO,Et CO,Et
H [
|
| Ay N N\
o | 2 | N

~ 0 o
\ 92
N~ =

97% F 68%
Watterson et al. (2016) X

Outras metodologias foram aplicadas no intuito de contornar este problema,
inclusive uma halogenacéao direta. Entretanto, nesta ultima houve a degradacéo do
produto de partida e nenhuma das outras metodologias aplicadas apresentaram
resultado eficaz na obtengdo do diaril-isoxazol, como pode ser verificado no
Esquema 43.

Diante das dificuldades sintéticas que foram se apresentando, outra via de
obtencao do diaril isoxazol 11 foi proposta e executada paralelamente, a qual, pode-

se dizer antecipadamente, nos levou a formacao do composto final.
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Esquema 43. Testes para obter moléculas com o scaffold diaril-isoxazol 10
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1) N-6xido de nitrila, Et3N, AcOEt, 80 °C, 18h.

N
| 0,Et
x ] H
: N
- . | N
' ' X \ ~ 0
H N/

X 1) N-6xido de nitrila, Et;N, THF, t.a., 48h.
X 2) N-6xido de nitrila, EtsN, AcOEt, 0 °C — 80 °C, 3h.
I 3) N-6xido de nitrila, sal de imidazdlio, EtsN,

CH,Cl,, Nx(g), t.a., 48h.

O,Et
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a) o\
| N —— | N
\ S o SN (e]
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a) m-CPBA, CH,Cl,, ta., 1h.
1) NIS, TFA, t.a.— 40 °C., 48h.
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1) 4-fluoro-iodobenzeno, Cs,CO3, PPh; Pd(OAc), DMF,
N5(g), 16h, 100 °C, tubo selado.

2) 4-fluoro-bromobenzeno, Pd(OAc), , PCys.HBF, , DMA, PivOH,
K5,COs3, No(g), 16h, 100 °C, tubo selado.

4.6.2.Sintese via ciclizagao
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N
z l 0,Et
N ™
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1) N-6xido de nitrila, KF, 1,2 - DME, 80 °C, 18h.
2) N-6xido de nitrila, EtsN, AcOEt, 80 °C, 18h.

=~ ~
- N
1) NIS, TFA, t.a— 40 °C, 48h.

2) NIS, CH3CN/CH,Cl,, 0 °C —= 80 °C, 48h.
3)ICI, CaCO3, MeOH/H,0, 0 °C — t.a., 48h.
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Com o objetivo de dar prosseguimento a sintese outra via sintética, foi
planejada e executada de acordo com os trabalhos de Banoglu et al. (2016) e
Brough et al. (2008), onde B-ceto-endis foram ciclizados, formando o nucleo isoxazol
dissubstituido e submetido a um halogenacgédo e posterior acoplamento de Suzuki
(Esquema 44)(BANOGLU et al., 2016; BROUGH et al.; 2008).

Esquema 44. Sintese do diaril-isoxazol via ciclizagao p-ceto-enol.

(0] O CO,Et CO,Et
1)NXS (X=Br,1)  Ar,
Ary CH3 (CO3Et)2 \‘ NH,OH N\ 2) reacdo Suzuki N\
h Ary COSE A A

\

5 Y\r g Ar1 o

Ar1
O.. O

\H/

4.6.2.1.Ciclizac&o a partir da acetilpiridina

A formacg&o do isoxazol com a piridina em C5, via ciclizagdo foi ensaiada
pelos métodos de Banoglu et al. (2016) e Brough et al. (2008) com o a obteng¢ao de
9% no rendimento do p-ceto-enol apdés a lavagem em etanol, porém com

degradagéao do enolato na reagao de ciclizagdo com hidréxido de amdnio.

Esquema 45. Obtengao do isoxazol a partir da acetilpiridina, via ciclizagao.

dietiloxalato
NaOEt
EtOH, 80 °C, 4h
N| X 9% N| X N| X
_—

G CHs P - CO2Et m’ P

T T |
dietiloxalato EtOH, 80 °C, 3h //
O 97 Linwps O\H/O O—y
EtOH. -70 °C.ta., 3h 98 91
bruto

CO,Et

A metodologia aplicada por Okawa T., et al. (2017), utiliza a propria
acetilpiridina como produto de partida e a base LIHMDS a -70 °C para a formacao do
B-ceto-enol (Esquema 45). Este foi submetido a ciclizagdo em sua forma bruta,

havendo a formagao do nucleo isoxazol, sendo preferivel a formacao deste nucleo
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por cicloadicdo 1,3-dipolar (BANOGLU et al., 2016; BROUGH et al., 2008; OKAWA
etal., 2017).

4.6.2.2.Ciclizac&o a partir da acetil-4-fluorobenzeno

O 5-(4-fluorofenil)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3-carboxilato de etila 101, foi
sintetizado a partir da reacao de 1-(4-fluorofenil)etanona 99 com oxalato de dietila e
subsequente ciclizagdo do 4-(4-fluorofenil)-2-hidroxi-4-oxobut-2-enoato 100. Essas
duas reacgoes, apos varias otimizacoes, apresentaram altos rendimentos e reduziram
em 1 etapa a obtengdo da molécula de 5-(4-fluorofenil)isoxazol-3-carboxilato de etila
101, obtendo sua purificagdo por lavagem com agua. O nucleo de isoxazol foi entdo
halogenado no carbono 4 com N-iodosuccinimida e submetido ao acoplamento de
Suzuki. Foi observado nesta reagao que o produto de partida ndo foi completamente
consumido e que apos varias tentativas para aumentar o rendimento, o acido
piridina-4-boranico mostrou ser pouco soluvel no meio de reagdo. Em seguida, a
porcao éster em C3 foi convertida em alcool reduzido com boro-hidreto de sddio, em
seguida, um bom grupo de saida, o mesilato foi introduzido e a primeira molécula
final, 1-(5-(4-fluorofenil)-4-(piridina-4-il)isoxazol-3-il)-N,N-dimetiimetanamina 105a foi

obtido (Esquema 46), com inser¢cédo do grupo dietilamina.

Esquema 46. Obtengao do isoxazol a partir da 4-fluoro-acetofenona, via ciclizagao

COLEt ’ CO,Et | CO,Et
0 _ \
g S . Ve SIS IR !
CH; 96% VYol 84% o 97% o
92% 102
29 100 F 101 F

d)
33%-77%

a) oxalato de dietila, NaOEt, EtOH, 80 °C, 2h; b) NH2OH, EtOH, 80 °C, 2h; c) NIS, TFA, t.a.,
2h; d) acido piridina-4-bordnico, Pd(dppf)Clz, K2COs, THF/H-0, MW, 120 °C, 20 min; e)
NaBH4, EtOH, 30min a 0 °C depois 1,5h a t.a.; f) cloreto de metanossulfonila, TEA, THF, 5 °C
depois 1 h a t.a.; g) NHR1R2, ACN, t.a., 30 min
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4.6.2.3. Sintese do B-ceto-enol

A obtencdo da [-ceto-enol-4-fluorofenil 100 foi realizada pela metodologia
encontrada no trabalho de Banoglu et al. (2016) e Brough et al. (2008) com
modificagdo do reagente de partida e do método de purificagcdo (Esquema 47).
Houve a aqui a condensacgdo de oxalato de dietila com 1-(4-fluorofenil) etanona 99
utilizando etdoxido de soédio como base. A purificagdo foi realiza com lavagem em

agua, obtendo-se um rendimento de 96%.

Esquema 47. Obtengdo do p-ceto-enol partir da 4-fluoro-acetofenona 100.

oxalato de dietila, CO,Et

O NaOEt —
F - F \ 9
CHs O -H

EtOH, 80 °C, 2h

96%

A sintese comegou com a formacgao de um enolato de cetona nucledfilo pela
adicao da 1-(4-fluorofenil)-etanona 99 gota a gota a uma solugéo de etéxido de sddio
21% (m/v), a temperatura ambiente. O sistema é aquecido e o enolato (A) formado
realiza um ataque nucleofilico no oxalato de dietila que é adicionado, produzindo
intermediario tetraédrico (B) (Esquema 48).

A expulsdo do ion etdxido do intermediario tetraédrico instavel do inicial aduto
de Claisen, produziu uma B-dicetona (C). A base expelida (etéxido de sodio), em
seguida, remove um proéton alfa acido a partir da B-dicetona. Apds o ajuste para pH =
5, o sitema ceto-enol é formado e entra em equilibrio com a dicetona, sendo o
primeiro de maior propor¢ao. O mecanismo de formag¢ao pode ser encontrado no
Esquema 48 abaixo. (RADI et al., 2015)
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Esquema 48. Mecanismo de obtencéo do 3-ceto-enol

N C OE
(\ ToN EtO)S]/ !
H Na * /

R EtO o -
( H _“/H (' ~
R —_— R\n/c\ —= 07 ¢ TCogkt
H - EtOH
0o o H
(A) (B)
JH
o 9 0" "o e RO
I = I 1 -~ ot
R COEt R CO.Et ° 2
dicetona ceto-enol © l/:—'d/\

Adaptado Radi et al. (2015)

4.6.2.4. Sintese do isoxazol via ciclizagao

O B-ceto-enol formado é dissolvido em etanol e sobre esta solugdo é adicionada
NH20H.HCI ird promover a desidragao do composto e fomag&o do nucleo isoxazol, a
metodologia prossegue sob o modelo apresentado por Banoglu et al. (2016) e
Brough et al. (2008) (Esquema 49).

Esquema 49. Obtencao do isoxazol a partir da 4-fluoro-acetofenona, via ciclizagéao

CO,E . O
— NH,OH \
F \ 9 > | O/N
O-H EtOH, 80 °C
100 101

84% F

No mecanismo de acdo proposto por Kumar e Kaur (2015), ocorre em
primeira etapa o ataque nucleofilico da hidroxilamina a carbonila mais eletrofilica,
ligada ao grupo éster. A primeira desidratagéo ocorre com o rearranjo intramolecular
para a formagao da ligac&o pi entre o nitrogénio da hidroxilamina e o carbono tetra
substituido. Outro ataque nucleofilico ocorre pela hidroxila a carbonila remanescente
ligada ao R (4-fluoro-benzeno), devido sua maior eletrofilia em comparagcédo com o
éster. A ultima etapa ocorre com a segunda desidratagdo e formagcao da dupla

ligacdo, o que gera o nucleo isoxazol. (esquema 50)
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Esquema 50. Condensacdo da dicetona com hidroxilamina para formagdo do nucleo
isoxazol.

. H
O OH o '/\ NH,OH 0 \
. 0. {N—
I = 34 R
R CO,Et R

CO,Et R CO,Et
ceto-enol dicetona
-H,0
“H20 HO: O- HO:
O\N - Q N _— O) >N
U o JPN
CO.Et C COEt R CO,Et

Fonte adaptado: Kumar e Kaur, 2015

A purificagdo se deu por lavagem em funil sinterizado apenas com agua com
rendimento de 84%. Lavagens com outros solventes como metanol e/ou éter etilico,
levaram a dissolugdo do produto e queda no rendimento, sendo entdo o produto
levado ao dessecador por 24h para remogao da agua remanescente.

O 5-(4-fluorofenil)-isoxazol-3-carboxilato 101 foi verificado no UPLC/MS com a
massa correspondente. Analise de RMN 'H confirmou a formag&o do isoxazol pela
presenga do singleto em 6,8 ppm pertencente ao H do anel isoxazol, dos tripleto e
quarteto em 1,45 ppm (t, J = 7,1 Hz, 3H) e 4,49 (q, J = 7,2 Hz, 2H) ppm,
respectivamente, pertencentes aos H do éster. Os sinais correspondentes ao H
aromaticos sao observados em 7,20 ppm (t, J = 8,6 Hz, 2H) e o mais desblindado,
em 7,82 ppm (dd, J = 8,9 e 5,2 Hz, 2H).

A determinagado do 4-fluorobenzeno no C-5 do isoxazol pdde ser confirmada
pela analise do espectro de RMN bidimensional de HMBC, onde o H em 6,8 ppm
realiza um acoplamento J2 com os C em 157,04 ppm ligado ao éster, o qual
apresenta apenas este acoplamento o H, e o sinal em 170,73 ppm ligado a piridina,
0 qual também a presenta um acoplamento J2 como os meta-H em relagdo ao

substituinte F, como pode ser verificado na Figura 37.
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Figura 37. Espectro de RMN HMBC (CDCl3, 400 MHz) do composto isoxazol 101.
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4.6.2.5. Reacgao de Halogenacgao

A principio, a halogencédo se processou pela metodologia de Banoglu et al.
(2016), utilizando N-bromossuccinimida (NBS) na presencga de nitrato de aménio
cérico (CAN) em quantidade catalitica, porém a reagcdo durou 20h. Foi ent&do
aplicada a metodologia de Watterson et al. (2016), onde este utilizou N-
iodossuccinimida (NBI) na presenga de acido trifluoroacético (TFA) a temperatura
ambiente, tendo a duragdo de apenas 2h reacionais, com rendimento de 68%

(Esquema 51).

Esquema 51. Halogenacao em C-4.

CO,Et CO,Et
|
\
N s | \/N
© TFA, ta., 2h O
101 102

F 97% F
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Apods a realizagao da recristalizagao do NIS, houve o aumento do rendimento

para 97%, apés a purificagdo em coluna cromatografica (WATTERSON et al., 2016).

4.6.2.6. Reacao de Acoplamento de Suzuki-Miyaura

Esta etapa reacional foi realizada pelo acoplamento catalitico de Suzuki et al.
(1979) e com as condigdes encontradas no trabalho de Brough et al. (2008). A
formacgao do scaffold diaril-isoxazol 11 foi realizada pela adigdo do acido piridina 4-
borénico e catalisada pelo Pd(dppf)Clo (Esquema 52) utilizando uma sintese em
micro-ondas a 150 watts e 120 °C a 20 minutos. (BROUGH et al.; 2008).

Esquema 52. Acoplamento de Suzuki para formagao do diaril-isoxazol 5

acido piridina-4-borénico

Pd(dppf)Cl, K2CO5
THF/H0, MW, 120 °C, 20 min

33% - T7%

Nesta sintese, o composto halogenado 102 foi visualizado no UPLC/MS
mesmo apos o fim da reagdo, diminuindo desta maneira o rendimento do diaril-
isoxazol 11. Para contornar tal problema, houve modificagdes diversas quanto a
temperatura, poténcia e tempo da reacdo no micro-ondas, assim como a utilizagao
do TETRAKIS, o que nao resultaram em mudancas relacionadas nos rendimentos,
nem no consumo total do reagente de partida, sendo um tempo superior a 40 min.
capaz de degradar a reagdo. Em condigdes mais brandas de temperatura e poténcia,
nao houve aumento nos rendimentos, sendo o maior rendimento conseguido o de
77% nas condigdes 110w, 12 min e 120 °C, sem 0 mesmo sucesso com a repeti¢ao.
Sendo ainda o desafio a ser resolvido tal etapa sintética.

O ciclo catalitico de Suzuki-Miyaura de maneira semelhante ao do
acoplamento de Sonogashira, com as etapas de adigdo oxidativa, transmetalagéo e
eliminacao redutiva. Apds a formagao da espécie catalitica Pd (0) (a), gerada in situ
a partir de paladio Pd (IlI) ou diretamente de derivados de Pd (0), a adigdo oxidativa
do haleto de arila ArX (nosso isoxazol-halogenado 102) leva ao complexo de paladio
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[ArPdXLn] (b). A etapa de transmetalagdo ocorre pela conversdao do haleto de
paladio [ArPdXLn] na presenca de base RO (K2COs) para um complexo de alcédxi de
paladio nucleofilico [ArPdORLN] (c) que posteriormente reage com um composto de
organoboro neutro ArOB(OH). para fornecer o complexo diaril [ArPdAOLN] (d) em
um cis — trans equilibrio. A eliminagao redutiva da forma cis da derivado biaril Ar-ArO
(e) e Pd (0) (Esquema 53) (HERVE et al., 2014).

Esquema 53. Ciclo catalitico da reagéo de acoplamento Suzuki-Miyaura

Pd'L, — |pqoL, |

E

[Pd°L3]
Ar—Ar
% o, 1 N
Ar— Pd L TAr Pd Ar' Ar—Pd—X
L .
CIS trans
B(OH),0R //////
T
ArB(OH), Ar—Pd—OR
“ RO ||_ c
Ar'B(OH),R

Fonte: Hervé et al. (2014). Adaptado.
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4.6.2.7.Sintese do alcool em C3

A presenca do teto polar em C3 do isoxazol, o grupo éster, permite a
modificagdo a inser¢do de outros grupos farmacoféricos para o incremento da
funcionalidade da estrutura final. O grupamento escolhido para esta posicdo foram
séries de aminas di-substituidas, utilizadas no trabalho de Marchand et al. (2015), as
quais sao relatadas com atividade leishmanicida (MARCHAND et al., 2015).

Esquema 54. Sintese do alcool isoxazolico 103.

NaBH, EtOH,

30mina0°C —=15hata

68%

Para isto, houve o planejamento da redugcdo do éster para alcool, o qual
facilita a inser¢cdo do um bom grupo de saida, como foi o caso da formagdo do
tosilato, o qual sera apresentado posteriormente.

A reducdo ocorre na presenga do agente redutor boro-hidredo de sddio
(NaBH4) em etanol (Esquema 54). O reagente € inserido na propor¢gdo molar de 3
equivalentes devido a uma transesterificacdo reportada por Almeida, V et al. (2008),
sendo a metodologia baseada neste estudo. O agente redutor foi adicionado a 0 °C
e em pequenas porgdes devido a reatividade deste. Apés 30min., a reagao ocorreu
por mais 1,5h a temperatura ambiente avendo consumo total do isoxazol-éster e
formacdo do seu derivado alcool. Apds evaporacdo solvente, o excesso de
borohidredo de sddio foi removido com extragdo em solucdo saturada de NaCl e
acetato de etila (ALMEIDA, V et al.; 2008).
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4.6.2.8.Sintese do mesilato 104

Essa etapa consistiu na formagao de um excelente grupo de saida, o mesilato,
o qual foi obtido pelo ataque nucleofilico da hidroxila do alcool ao cloreto de
metanossulfonila (Esquema 55) (VASTRA; SAINT-JALMES, 2006). A reagao ocorreu
em 1h e devido baixo rendimento apds purificagdo em coluna cromatografica, o

produto foi utilizado bruto, sendo a reagao realizada one pot.

Esquema 55. Sintese do mesilato isoxazélico 104.

cloreto de metanossulfonila,

TEA, THF,5°C ..1hata

bruto

Na primeira etapa do mecanismo de agao ocorre a formacdo do carbanio
primario pela captura de um dos hidrogénios do CHs no cloreto de metanossulfonila,
pela base trietilamina. Em seguida ocorre a eliminagdo do cloreto pela formagao do
intermediario sulfeno. Sobre este intermediario ocorre o ataque nucleofilico do alcool

e apos rearranjo, ha a formagao do mesilato (squema 56).

Esquema 56. Mecanismo da reagao de formagao do mesilato isoxazolico 104.

c(S\CI ¢ Osg2© Osg?© —OH R__ 0.0
\/NHS <7 \CI 0 ~ " g%
H & — CH, ﬁ' O

Sulfeno Mesilato
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4.6.2.9.Sintese do isoxazol final 105

A formacéo do cpomposto final, o diaril-isoxazol com amina terciaria em C3
105 foi realizada via reacdo Sn2 (Esquema 57) utilizando distintas aminas
secundarias como nucledfilo e acetonitrila como solvente aprético, sendo formado
até o momento 10 compostos distintos, como apresentado na Tabela 7, com seus

respectivos rendimentos.

Esquema 57. Sintese do diaril-isoxazol com amina terciaria 105a-k.

SO,CH;
NHR/R,,

ACN, t.a., 30 min
50-90%

104

A purificagdo se deu por cromatografia em coluna, numa mistura de
acetonitrila e metanol, sendo necessario o uso de metanol 100% no fim da

purificacao, devido a alta polaridade do produto formado.

Esquema 58. Mecanismo Sn2 para formagéo do produto final 105a-k.

Amino-isoxazol

R - HOSO,CH,

\Q)\SO CH . NHR1R;
2xe -0SO,CH; | —————= RUNRiR

N ———

Mesilato
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Tabela 7. Rendimentos dos diaril-isoxazodis sintetizados

=
/ NR1R2
AN
[ n
/
F
Composto NR1iR:2 Rendimento (%)
105a -N(CHs)2 82
105b -NH: 48
105¢ -NHCHs3 59
105d -NHCH2CH3 81
105e -NHCH2CH2CH3 70
105f —N O 85
/
105 N NCH 54
1059 -
) 3
105h —N NH 82
/
\ OH
105i N N~ 90
__/
105j — ) 40
OH
105k _NC>_/ 64

A molecula 105a foi analisada de maneira representativa na analise de RMN
'H, confirmando a formacgao do diaril-isoxazol pelo desaparecimento do singleto em
6,8 ppm pertencente ao H do anel isoxazol, sendo verificado dois sinais em 8,6 ppm
(dl, J = 3,6 Hz, 2H) e 7,4ppm (d, J = 6,0 Hz, 2H), pertencentes a piridina oriunda da
reagao de Suzuki. Ha também a presenca dos singletos em 3,4 ppm (s, 2H) e 2,2

ppm (s, 3H) pertencentes ao CH> e CHs, respectivamente, da amina terciaria
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formada. Os sinais correspondentes ao H aromaticos 4-fluroro-benzeno sao
observados em 7,5 ppm (dd, J = 5,6 Hz, 5,2 Hz, 2H) e em 7,0 ppm (t, J = 8,0 Hz, 2H)
como pode ser verificado na figura 38.

Figura 38. Espectro de RMN 'H (CDCls, 400 MHz) do composto isoxazol 105a

‘ t,J= 8.8Hz
7.5 ppm
dd, J = 5.6Hz, 5,2Hz| 2.2 ppm F
il |
b \ ‘ 3.4 ppm 7.0 ppm 8
| | | -
| | I |
L\ r a .
| A‘.“
Ji 1 N |
l] | f 76 75 74 7.3 7.2 71 ppm |
]
n .

e S LY A

8.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 05 ppm

Os onze compostos sintetizados foram enviados para a analise bioldgica nos

teste leishmanicida e nos testes de citotoxicidade sob a direcdo da professora
Teresinha Gongalves.
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4.6.3. Reacoes alternativas ciclizagao direta para formacao do nucleo isoxazol.

Neste estudo, também foram realizados ensaios no intuito de obter
uma formacéao direta do nucleo isoxazol via one pot, pela metodologia de Ye, N. et al.
(2015). Tal método diminuiria em 1 etapa reacional a formagdo do isoxazol,

entretanto n&o houve o sucesso sintético (esquema 59).

Esquema 59. Tentativas de obtengdo direta do isoxazol.

NEE i) - NaH
| - THF
-0°Cat.a., 30 min.
/
COOEt
ii) - NH,OH. HCI
0 - EtOH/THF

-ta. areflux 16h.

i) - NaH
- THF
-0°Cata., 30 min.
. _—
g ii) - NH,OH.HCI / COOEt
- EtOH/THF O—y/

- ta. areflux 16h.
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4.7. Procedimentos Experimentais

Todos os reagentes comerciais foram utilizados sem purificagdo adicional.
Todos os solventes eram reagentes grau P.A. A CCD analitica foi realizada em
placas de gel de silica 60 F254. A cromatografia em coluna foi realizada em gel de
silica Merck 60 (70-230 mesh ASTM) e Cromatografia Flash Grace Reveleris X2TM.
Os rendimentos referem-se aos compostos cromatograficamente e
espectroscopicamente puros. Os pontos de fusao foram determinados num aparelho
de ponto de fusdo Electrothermal 1A 9000. Os espectros de infravermelho (IV) foram
registrados em um espectrofotdbmetro Shimadzu IRAffinity-1 IR-FT equipado com um
acessorio ATR MIRacle 10. Os espectros de RMN de 'H e '3C foram registados em
DMSO-de utilizando um espectrémetro Bruker AVANCE de 400 MHz. Os
deslocamentos quimicos s&o expressos em ppm, tendo como padrédo interno o
tetrametilsilano para RMN de 1H e os sinais designados como s — singleto, d —
dubleto, dd — duplodupleto, sl — sinal largo, ft — falso tripleto e m - multipleto. Os
solventes utilizados nas analises foram o DMSO-ds, CDCl3-d1 ou CH3CN-d3. As
analises de LC / MS foram realizadas num sistema Waters ACQUITY UPLC-MS
constituido por um espectretro de massa (MS) equipado com uma Interface de
lonizacao por Electrospray (ESI) e um detector de Array de Fotodiol (PDA). Os HR-
ESI-MS foram realizados utilizando um instrumento UFLC-MS (IT-TOF) Shimadzu da
FIA - (+/-) - HR-ESI-MS.
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4.7 .1. Sintese da 4-((trimetilsilil)etinil)piridina 88

Oleo amarelo

C1o0H13NSIi

MM = 175,30 g.mol"! N _ /
Rf = 0.30 (ciclohexano/ acetato de etila: \
4/1)

Método HDLO02: A uma solugéo de 4-iodopiridina (307 mg, 1,5 mmol) em acetonitrila
(1 mL) foi adicionado trimetilsilil acetileno (213 yL, 1,5 mmol), iodeto de cobre (28 mg,
0,15 mmol) e trietilamina (1 mL, 7,5 mmol) a temperatura ambiente em atmosfera de
nitrogénio. Apds 10 minutos, cloreto de trifenilfosfina paladio (52 mg, 0,07 mmol) foi
adicionado e a mistura de reacéao foi levada a um forno de micro-ondas a 150 watts
e 120 ° C por 10 minutos. Apods resfriamento a temperatura ambiente sob fluxo de ar
comprimido, o tubo foi removido. Apds adigdo de agua (30 mL), a camada aquosa foi
extraida com diclorometano (30 mL). A fase orgénica foi separada e lavada com
agua (2x30mL) novamente e depois seca sobre sulfato de sodio e filtrada. O
solvente foi evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em
coluna de gel de silica usando ciclo-hexano / acetato de etila (1/1) como eluente

para dar o composto 88 como um 6leo amarelo (200 mg, 76% de rendimento).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 0.26 (s, 9H), 7.31 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 8.56 (s, 2H)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 3: 149.43(CH), 125.91(CH), 101.88(C), 100.25(C),
26.90(C), -0.35(CHs)
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4.7.2. Sintese da 4-etinilpiridina 89

Oleo amarelo

C7HsN

MM = 103,12 g.mol" —
Rf = 0.20 (ciclohexano/ acetato de etila:
4/1)

Método FCN-04: A uma solucéo de 4 - ((trimetilsilil) etinil) piridina (200 mg, 1,94
mmol) em tetra-hidrofurano (THF) (9 mL), sobre atmosfera de nitrogénio (15 min), foi
adicionada solugao de fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) 1,0 M em THF (233 uL,
2,33 mmol) a uma temperatura de -15 ° C e a mistura de reagéo foi agitada por 30
min nesta temperatura. Depois, o solvente foi evaporado in vacuo e o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando apenas
diclorometano como eluente (porque o produto € volatil e a proxima evaporagao foi
realizada sem vacuo, apenas temperatura) para dar o composto 89 como um dleo

cinza (73 mg, rendimento de 71%) que pode oxidar a preto, sem degradacéo.

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.60 (d, 2J = 6.0 Hz, 2H), 7.35 (d, 2J = 6.0 Hz, 2H),
3.30 (s, 1H,).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 149.8 (2CH), 130.3 (C), 126.0 (2CH), 81.8 (C), 80.9
(CH).
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4.7.3. Sintese da 5-(4-piridina)isoxazol-3- etil carboxilato 91

Oleo amarelo

C11H10N203

MM = 218,21 g.mol" N CO,Et
Rf = 0.30 (ciclohexano/ acetato de etila: \_/ o-N

4/1)

Método FCN-29 (FCN-18): A uma solugéo de 4-etinilpiridina (206 mg, 2 mmol) em
terc-butanol / agua (1: 1) (12 mL) foi adicionado acetato de etil clorooximida (303 mg,
2 mmol), um aquoso solugéo 10 mol% de ascorbato de sédio (200 pL, 0,20 mmol),
uma solugédo aquosa 2 mol% de sulfato de cobre pentahidratado (200 uL, 0,04 mmol)
e bicarbonato de sédio (727 mg, 8,6 mmol), e foi agitada durante 1h na sala
temperatura. Apds adicdo de agua, a camada aquosa foi extraida com
diclorometano (3 x 100 mL). Os extractos organicos combinados foram secos sobre
sulfato de sdodio e filtrados. O solvente foi evaporado in vacuo e o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando ciclohexano/acetato
de etila (8/2) como eluente para dar o composto 96 como um soélido bege (mg, 23%

de rendimento).

'H NMR (400 MHz, CDCls) 5: 8.79 (d, 1H, J = 3.6 Hz, Ha/), 7.68 (d, 1H, J = 6 Hz, Ha),
7.13 (s, 1H), 4.49 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CHa), 1.45 (t, 2H, J = 7.2 Hz, CHsa).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 5: 167.2 (2C=0), 162.8 (Cs), 162.7 (Cs), 160.9 (C1),
135.9 (C), 135.7 (C), 128.7 (2CH), 128.7 (2CH), 128.4 (1CH), 128.2 (1CH), 127.8
(2CH), 127.5 (2CH), 113.6 (C2), 95.5 (Ca), 74.2 (Cs), 71.3 (CHz2), 71.0 (CHz), 70.0
(CHz), 61.0 (CH2), 14.1 (CHa).
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4.7.4. Sintese da (2)-etil 2-hidréxi-4-oxo-4-(4-piridina)-but-2-enoato 98

Oleo amarelo

C11H11NO4

O,Et
MM = 221.21 g.mol" — —
Rf = 0.30 (ciclohexano/ acetato de etila: Ny 0 OH
6/4)

Método FCN-34: A uma mistura de 4-acetilpiridina (241 pL, 2,2 mmol) e oxalato de
dietil (299 pL, 2,2 mmol) em tetrahidrofurano (4,4 mL) foi adicionada gota a gota uma
solugéo de bis (trimetilsilil) amida de litio 2 mL, 2,2 mmol) a uma temperatura de -70
°C em atmosfera de nitrogénio. Apos a adigéo, foi agitada durante 3h a temperatura
ambiente. Concluido este tempo, foi adicionada, gota a gota, uma solugédo de acido
cloridrico 5M (1,9 mL) a temperatura de -60 °C e permaneceu em agitagdo por
30min a temperatura ambiente. O pH foi ajustado para 4 com solugédo de hidréxido

de sédio 1M e o precipitado foi lavado com agua e éter dietilico.

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 16.06 (s, 1H, OH), 8.40 (s, 1H, CONHy),
8.01 (s, 1H, CONHy), 7.54-7.43 (m, 10H, Ha/), 6.61 (s, 1H, Hs), 5.45 (s, 2H, CHa),
5.32 (s, 2H, CHa).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 171.0 (C=0), 168.3 (C2), 164.2 (Cs), 162.9 (Cu),
135.4 (C), 135.2 (C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), 128.5 (1CH), 128.2 (1CH), 128.1
(2CH), 127.6 (2CH), 113.6 (CN), 97.2 (C1), 90.1 (CsH), 83.6 (C3), 71.2 (CHz), 70.5
(CHa).
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4.7.5 - Sintese da ((4-fluorofenil)etinil)trimetilsilano

Oleo cinza
C11H43FSi
MM = 192.30 g.mol"

/
Rf = 0.27 (ciclohexano/ acetato de etila: F@%Si\—

1/4)

Método FCN-24: Uma mistura de 4-fluoroiodobenzeno (230 pL, 2 mmol), trimetilsilil
acetileno (0,6 mL, 2,15 mmol), iodeto de cobre (66 mg, 0,18 mmol) e trietilamina (0,7
mL, 2,5 mmol ) em tolueno (10 mL) permaneceu em uma atmosfera de nitrogénio.
Apdés 10 minutos, tetraquis (trifenilfosfina) paladio (142 mg, 0,06 mmol) foi
adicionado e a mistura de reacao foi levada a temperatura ambiente durante 3h. O
solvente foi evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em
coluna de gel de silica usando ciclohexano / acetato de etila (9/1) como eluente para
dar o composto 05 como um dleo incolor (97 mg, rendimento de 50%).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.44 (dd, J = 8.9, 5.4 Hz, 2H), 6.99 (t, J = 8.8 Hz, 2H),
1.55 (s, 1H), 0.24 (s, 9H).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 162.59 (CF), 133.89 (CH), 119.27 (C), 115.46 (CH),
107.14 — 104.04 (C), 93.85 (C), -0.07 (CH3)
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4.7 .6 - Sintese da 1-etinil-4-fluorobenzeno

Oleo marrom
CsHsF
MM = 120.12 g.mol"

Rf = 0.30 (ciclohexano/ acetato de etila: FAQ%H

6/4)

Método FCN-32: A uma solucao de ((4-fluorofenil) etinil) trimetilsilano 05 (164 mg,
0,19 mmol) em tetrahidrofurano (THF) (4,3 mL), em atmosfera de nitrogénio (15 min),
foi adicionado fluoreto de tetrabutilaménio (TBAF) solugdo 1,0 M em THF (274 mL,
0,94 mmol) a uma temperatura de -15 ° C e a mistura de reagéo foi agitada durante
30 min nesta temperatura. Depois, o solvente foi evaporado in vacuo e o residuo foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando apenas
diclorometano como eluente (porque o produto € volatil) para dar o composto 06
como um sdlido cinza (67 mg, rendimento de 65%).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 7.49 (dd, J = 8.9, 5.4 Hz, 2H), 7.03 (t, J = 8.8 Hz, 2H),
3.05 (s, 1H), 1.56 (s, 1H).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) 5: 162.77 (CF), 134.05 (CH), 118.18 (C), 115.61 (CH),
82.58 (C), 67.96 (C), 29.42 (C), 25.61 (C).



174

4.7.7 - Sintese da (Z)-etil 4-(4-fluorofenil)-2-hidréxi-4-oxobut-2-enoato 100

Solido amarelo

C12H11FOq4

O,Et
MM = 238.21 g.mol" _
Rf = 0.32 (ciclohexano/ acetato de etila: F 5 OH
4/1)

Método FCN-17: A uma solug&o etandlica de etdxido de sédio 21% (m / v) (2,5 mL,
7,7 mmol) foi adicionada uma solugéo de 1- (4-fluorofenil) etanona (0,5 g, 3,62 mmol)
dissolvido em etanol gota a gota durante 5 minutos com agitagado e a solugao foi
agitada durante mais 5 minutos a temperatura ambiente. Apds, foi adicionado
oxalato dietilico (0,88 mL, 6,48 mmol) e a reagdo permaneceu em refluxo por 4h.
Apds a reagao atingir a temperatura ambiente, o pH foi ajustado para 4 com acido
cloridrico 5M, o precipitado foi filtrado e lavado com agua para dar o composto 100

como um solido amarelo (827 mg,96 % de rendimento).

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 15.24 (s, 1H, OH), 8.05-8.02 (m, 2H, Har), 7.19 (t, J =
8.8 Hz, 2H, Ha), 7.04 (s, 1H, CH), 4.40 (q, J = 7.2 Hz, 2H, CHy), 1.42 (t, J = 7.2 Hz,
3H, CHa).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) 5: 189.6 (C=0), 169.2 (C=0), 167.4 (C-F), 162.1 (C=0),
131.3 (C), 130.5 (2CH), 116.2 (2CH), 97.7 (CH), 62.6 (CH2), 14.0 (CH3).
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4.7.8 - Sintese da 5-(4-fluorofenil)isoxazol-3-etil carboxilato 101

Solido amarelo

C12H10FNO3

MM = 235.21 g.mol! i : /™ _CO,Et
Rf = 0.32 (ciclohexano/ acetato de etila: o-N

4/1)

Método FCN - 41: A uma solugao de (Z) -etil 4- (4-fluorofenil) -2-hidroxi-4-oxobut-2-
enoato 100 (406 mg, 1,7 mmol) em etanol (15 mL) foi adicionada hidroxilamina
cloridrato (148 mg, 2,12 mmol) e a solugdo foi agitada em refluxo durante 1,5 h.
Apoés a reagao atingir a temperatura ambiente, o pH foi ajustado para 4 com acido
cloridrico 5M, o precipitado foi filtrado e lavado com agua para dar o composto 101

como um sélido amarelo ( 336 mg, 84% de rendimento).

H NMR (400 MHz, CDCls) & : 7.82 (dd, J = 8.9, 5.2 Hz, 2H), 7.20 (t, J = 8.6 Hz, 2H),
6.89 (s, 1H), 4.49 (g, J = 7.1 Hz, 2H), 1.58 (s, 1H), 1.45 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls) 8: 170.7 (C-O), 169.2 (C=0), 167.4 (C), 165.3-162.1 (C-
F), 157.0 (C=N), 128.0 (2CH), 123.0 (C), 116.3 (2CH), 99.7 (CH), 62.2 (CH2), 14.1
(CH3).
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4.7.9 - Sintese da 5-(4-fluorofenil)-4-iodoisoxazol-3-etil carboxilato 102

Solido cinza

C12H9FINO3 !

MM = 361.11 g.mol’ O,Et
Rr = 0.47 (ciclohexano/ acetato de etila: FO_%TN(C
4/1)

Método FCN-27: Uma mistura de 5- (4-fluorofenil) isoxazol-3-etil carboxilato 101
(200 mg, 0,42 mmol) e N-iodosuccimida (50 mg, 0,5 mmol) em &cido trifluoroacético
(2 mL) foi agitada em temperatura ambiente por 1, 5h Apds, foi adicionado
diclorometano e a evaporagao dos solventes foi realizada, o precipitado formado foi
extraido com acetato de etila (100 mL) e agua (100 mL). As camadas organicas
foram lavadas com as solu¢des de hidroxido de sddio 1N (), bissulfito de sédio 3%
(m/v) (), salmoura () e secas sobre sulfato de sddio, filtradas e evaporadas a secura.
O dleo resultante foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando
ciclohexano / acetato de etila (9/1) como eluente para dar o composto 102 como um

sélido bege (115 mg, 73% de rendimento).



4.7.10 - Sintese da 5-(4-fluorofenil)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3- etil carboxilato 11

Solido amarelo

C17H13FN203 N—
MM = 312.30 g.mol’ N

Rf = 0.53 (ciclohexano/ acetato de etila: . ) O,Et
1/4) o-N

177

Método FCN-28: Uma mistura de 5- (4-fluorofenil) -4-iodoisoxazol-3-etil carboxilato

102 (286 mg, 0,8 mmol), acido 4-piridinilboranico (240 mg, 1,6 mmol) e carbonato de

potassio (220 mg, 1,6 mmol) em uma solugéo de tetra-hidrofurano / agua 10: 1 (8,8

mL) e uma atmosfera de nitrogénio. Apés 10 minutos, [1,1'-Bis (difenilfosfino)

ferroceno] dicloropaladio (ll) (29 mg, 0,8 mmol) foi adicionado e a mistura de reagéo

foi levada a um forno de microondas a 120 watts e 150 ° C por 10 minutos. O

solvente foi evaporado a vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em

coluna de gel de silica usando ciclohexano / acetato de etila (9/1) como eluente para

dar o composto 05 como um dleo incolor (384 mg, 77% de rendimento).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.71 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 7.53 — 7.41 (m, 2H), 7.31 (d, J
= 5.4 Hz, 2H), 7.07 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 4.36 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.31 (, J = 7.1 Hz,

3H).

13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 167.02 (C-O), 165.31-162.79 (CF), 159.49 (C=0),
154.75 (C), 150.07 (C), 137.88 (C), 129.39 (C), 125.16 (CH), 122.41 (C), 116.51 (C),

116.29 (CH), 113.90 (C), 62.35 (CH2), 13.89 (CH3).
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4.7.11 - Sintese da (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il) metanol 103

Oleo amarelo

C15H11FN202 N

MM = 270.26 g.mol" \_/

Rf = 0.30 (ciclohexano/ acetato de etila: . /] OH
6/4) o-N

Method FCN-47: A uma solugao de 5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-etil
carboxilato 11 (312 mg, 1 mmol) em etanol (5 mL) foi adicionado boro-hidreto de
sédio (114 mg, 3 mmol) em porgdes e a solugao foi agitada a 0 °C durante 1h e a
temperatura ambiente durante 1h. Depois que o solvente foi evaporado e uma
extragao foi realizada com acetato de etila (20 mL) e salmoura 3x (20 mL) para gerar

o composto 103 como um 6leo amarelo (183 mg,68% de rendimento).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.66 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 7.58 — 7.47 (m, 1H), 7.41 (d, J
= 6.0 Hz, 1H), 7.16 — 6.99 (m, 1H), 4.73 (s, 1H), 2.56 (s, 1H).
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4.7.12 - Sintese da (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il) metil sulfato de
metila 104

Oleo amarelo
C16H13FN205S
MM = 350.32 g.mol"

Método FCN-49: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 103 (270 mg, 1 mmol) e trietilamina (21 mL, 1,5 mmol) em tetrahidrofurano
(1, 2 mL), foi adicionado cloreto de metanossulfonil (84 mL, 1,1 mmol) gota a gota a
5 °C e foi agitado a temperatura ambiente 20 min. Apoés verificado em UPLC/MS, a

reagao prosseguiu one pot com as respectivas aminas secundarias.
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4.7.13 - Sintese da 1- (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il) -N, N-
dimetilmatanamina 105a

Solido amorfo amarelo
C17H16FN3O
MM = 297.13 g.mol"

Método MN-656: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (100 mg, 0,37 mmol) e TEA ( 77 mL, 0,55 mmol) em THF (0,5 mL), foi
adicionado cloreto de metanossulfonila (68 mL, 0,87 mmol) gota a gota a 0 °C sob
atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reag&o prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (71 mL, 0.41 mmol) e dimetilamina 2N THF
(32 mL, 1.04 mmol). Ap6s adicdo de 2 mL de dimetilamina e overnight, houve
remogdo do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando éter CH2Cl./MeOH (98/2) como eluente. Ainda houve recristalizagéo
em CHCl,. Foi entdo obtido o composto 105a como um sélido amorfo amarelo (103

mg, rendimento de 82%).

H NMR (400 MHz, CDCIs) &: 8.65 (d, J = 3.6 Hz, 2H), 7.54 — 7.51 (m, 2H), 7.43 (d, J
=6.0 Hz, 2H), 7.05 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 3.41 (s, 2H), 1.31 (s, 6H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.03 (C), 162.52 (C), 160.34 (C), 150.35 (CH),
138.77 (C), 129.45 (CH), 124.69 (C), 123.39 (C), 116.30 (CH), 113.86 (C), 52.97
(CH2), 45.14 (CH3).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.

3059,10 ;  2816,07 ; 1620,21; 1517,98 ; 1408,04; 1230,58; 848,68;
682,80.

MS (ESI), m/z (%):

298,2 (M+1)
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4.7.14 - Sintese da N-((5-(4-fluorofenil)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3-il)metanamina 105b

Solido amorfo amarelo

C15H12FN3O

MM = 269.10 g.mol’
PF =99,5°C

Método MN-657: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (215 mg, 0,79 mmol) e TEA ( 166 mL, 1,19 mmol) em THF (2 mL), foi
adicionado cloreto de metanossulfonila (68 mL, 0,87 mmol) gota a gota a 0 °C sob
atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reagdo prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (180 mL, 1.04 mmol) e ambénia em MeOH 7N
(138 mL, 1.04 mmol). Apos adicdo de 1.3 eqv. de amobnia e overnight, houve
remogdo do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando éter CH2Cl>/MeOH (95/5) como eluente. Ainda houve lavagem com
éter de petroleo 2x. Foi entdo obtido o composto 105b como um sélido amorfo
amarelo (103 mg, rendimento de 48%).

H NMR (400 MHz, CDCIs) &: 8.70 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 7.50 (dd, J = 8.8, 5.3 Hz, 2H),
7.32 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 7.07 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 3.93 (s, 2H), 1.64 (s, 2H)

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.12 (C), 163.68 (C), 162.54 (C), 150.76 (CH),
138.53 (C), 129.31 (CH), 124.37 (CH), 123.24 (C), 116.34 (CH), 116.12 (CH), 112.37
(C), 37.28 (CH2).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.

3375,43; 3053,32 ; 1604,77; 1516,05 ; 1408,04; 1219,01; 831,21.

MS (ESI), m/z (%):

270,1 (M+1)
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4.7.15 - Sintese da N-((5-(4-fluorofenil)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3-il)-N-
metilmetanamina 105¢c

Solido amorfo amarelo claro
C16H14FN3O

MM = 283.11 g.mol-1
PF=91°C

Método MN-662: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (150 mg, 0,55 mmol) e TEA ( 116 mL, 0,83 mmol) em THF (0,75 mL),
foi adicionado cloreto de metanossulfonila (47 mL, 0,6 mmol) gota a gota a 0 °C sob
atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reagédo prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (124 mL, 0.71 mmol) e metilamina em THF
2N (0,83 mL, 1.67 mmol). Apos adigao de 3 eqv. de metilamina e overnight, houve
remogao do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando éter CH2Clo/MeOH (98/2 depois 95/5) como eluente. Ainda houve
lavagem com éter de petrdleo. Foi entdo obtido o composto 105¢ como um sdlido

amorfo amarelo claro (92 mg, rendimento de 58%).

'H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.69 (dd, J = 4.5, 1.5 Hz, 2H), 7.57 — 7.45 (m, 2H),
7.36 (dd, J=4.4, 1.6 Hz, 2H), 7.12 - 7.00 (m, 2H), 3.78 (s, 2H), 2.48 (s, 3H), 1.65 (s,
1H).

3C NMR (100 MHz, CDCl3) &: 165.09 (C), 162.53 (C), 161.25 (C), 150.64 (CH),
138.59 (C), 129.36 (CH), 124.43 (CH), 123.29 (C), 116.33 (CH), 116.11 (CH), 113.00
(C), 45.67 (CHs), 36.07 (CHy).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.

3323,35; 2846,93; 1606,70; 1517,98 ; 1473,62; 1228,66; 813,96.

MS (ESI), m/z (%):

284,1 (M+1)
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4.7.16 — Sintese da N-((5-(4-fluorofenil)-4-(piridina-4-il)isoxazol-3-il)metil)etanamina
105d

Solido amorfo branco
C17H16FN3O
M;=297.12 g.mol"
PF=91°C

Método MN-665: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (183iridina-4-il) isoxazol-
3-il) metanol 104 (150 mg, 0,55 mmol) e TEA ( 116 MI, 0,83 mmol) em THF (0,6 MI),
foi adicionado cloreto de metanossulfonila (47 Ml, 0,61 mmol) gota a gota a 0 °C sob
atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reag&do prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (0,125 MI, 0.72 mmol) e etilamina sol. Aq
70% (58 MI, 0.72 mmol). Apos adicdo de 2 MI de etilamina e overnight, houve
remogao do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando éter dietilico/MeOH (95/5) como eluente. Ainda houve maceragdo com
éter dietilico e diclorometano. Foi entdo obtido o composto 105d como um sélido

branco amorfo (179 mg, rendimento de 81%).

"H NMR (400 MHz, CDCIs) &: 8.68 (dd, J = 4.5, 1.5 Hz, 2H), 7.57 — 7.45 (m, 2H),
7.37 (dd, J = 4.5, 1.5 Hz, 2H), 7.12 — 7.02 (m, 2H), 3.82 (s, 2H), 2.70 (q, J = 7.1 Hz,
2H), 1.48 (sl, 1H), 1.43 (s, 1H), 1.10 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.04 ©, 162.51 (C), 161.60 (C), 150.61 (CH),
138.65 (C), 129.35 (CH), 124.46 (C), 123.32 (C), 116.31 (CH), 116.09 (CH), 112.98
(C), 43.69 (CHy), 30.29 (CH), 15.07 (CHs3).

IV-FT — ATR (cm'), principais sinais.

3304,06 ; 2966,52 ; 1602,85; 1479,40 ; 1409,96; 1226,73; 1161,15;
827,46.

MS (ESI), m/z (%):
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298,1 (M+1)

4.7.17. Sintese da N-((5-(4-fluorofenil)-piridinadin-4-il)isoxazol-3-il)met184iridinpan-1-
amina 105e

Sélido amarelo CHyCH,CH3
C1sH18FN3O N‘H

MM = 311.14 g.mol’

PF=78°C

Método MN-659: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4 184 iridinadin-4-il)
isoxazol-3-il) metanol 104 (120 mg, 0,44 mmol) e TEA ( 93 mL, 0,66 mmol) em THF
(0,6 mL), foi adicionado cloreto de metanossulfonila (38 mL, 0,61 mmol) gota a gota
a 0 °C sob atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reacao prosseguiu
one pot onde foi adicionada diisopropiletilamina (0,101 mL, 0.44 mmol) e propilamina
(47 mL, 0.58 mmol). Apdés adigdo de 1eqv. dos reagentes e overnight, houve
remogao do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando CH2Cl2/MeOH (98/2) como eluente. Ainda houve maceragdo com éter
dietilico e diclorometano. Foi entdo obtido o composto 105e como um sélido amarelo

claro (97 mg, rendimento de 70%).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.69 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.57 — 7.47 (m, 2H), 7.38 (dd,
J=4.5,15Hz, 2H), 7.27 (s, 1H), 7.11 — 7.04 (m, 2H), 3.81 (s, 2H), 2.62 (t, J = 7.1
Hz, 2H), 1.80 (s, 2H), 1.50 (dd, J = 14.5, 7.3 Hz, 2H), 1.44 (s, 1H), 1.25 (d, J = 8.6 Hz,
1H), 0.90 (t, J = 7.4 Hz, 3H).
13C NMR (100 MHz, CDCls) &: 165.03 (C), 162.53 (C), 161.60 (C), 150.58 (CH),
138.68 (C), 129.37 (CH), 124.48 (C), 123.34 (C), 116.32 (CH), 116.10 (CH), 113.03
(C), 51.38 (CH), 43.79 (CH), 22.95 (CH), 11.66 (CHs).
IV-FT — ATR (cm), principais sinais.

3300,20; 2924,09; 1622,13; 1604,77; 1516,05; 1469,76; 1226,73; 1165,00;
827,46.
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MS (ESI), m/z (%):
312,2 (M+1)

4.7.18 - Sintese da 4-((5-(4-fluorofenil)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3-il)metil)morfolina 105f

Cristal amarelo claro
C19H18FN302
MM = 339.14 g.mol"
PF=105°C

Método MN-663: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (150 mg, 0,55 mmol) e TEA (0,116mL, 0,83mmol) em THF (0,75 mL),
foi adicionado cloreto de metanossulfonila (0,047 mL, 0,61 mmol) gota a gota a 0 °C
sob atmosfera de N2 (g). Apds verificado em UPLC/MS, a reagéo prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (0,125 mL, 0.72 mmol) e morfolina (62 mL,
0.72 mmol). Apds adigdo de 1eqv. dos reagentes e overnight, houve remogao do
solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi evaporado in vacuo e
o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando
CH2Cl2/MeOH (98/2) como eluente. Ainda houve maceragcdo com éter dietilico e
diclorometano. Foi entdo obtido o composto 105f como um solido amarelo claro (163
mg, rendimento de 86%).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.67 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 7.60 — 7.48 (m, 2H), 7.43 (dd,
J=4.6, 1.4 Hz, 2H), 7.15-7.01 (m, 2H), 5.30 (s, 1H), 3.75 — 3.59 (m, 4H), 3.49 (s,
2H), 2.59 — 2.44 (m, 4H), 1.81 (s, 1H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.29 (C), 165.05 (C), 162.54 (C), 159.55 (CH),
150.35 (C), 138.83 (CH), 129.38 (C), 124.69 (C), 123.25 (C), 116.33 (CH), 116.11
(C), 66.88 (CH2), 53.22 (CH2), 52.24 (CH2)

IV-FT — ATR (cm'), principais sinais.

3066,82 ; 2804,50 ; 1602,85; 1514,12 ; 1224,80; 1112,93; 858,32.

MS (ESI), m/z (%):

340,1 (M+1)
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4.7.19 - Sintese da 5-(4-fluorofenil)-3-((4-metilpiperazin-1-il)metil)-4-(piridin-4-
ilJisoxazol 1059

Solido amorfo amarelo
C20H21FN4O

MM = 352.17g.mol"’
PF=114,5°C

Método MN-664: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (150 mg, 0,55 mmol) e TEA (0,116mL, 0,83mmol) em THF (1 mL), foi
adicionado cloreto de metanossulfonila (0,047 mL, 0,61 mmol) gota a gota a 0 °C
sob atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reagao prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (0,125 mL, 0.72 mmol) e metilpiperazina (73
mg, 0.72 mmol). Apds adicdo de 1eqv. dos reagentes e overnight, houve remogao
do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente orgénico foi evaporado in vacuo
e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando
CH2Clo/MeOH (95/5) como eluente. Foi entdo obtido o composto 105g como um

sélido amarelo claro (105 mg, rendimento de 53%).

H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.66 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 7.52 (m, 2H), 7.43 (dd, J = 4.5,
1.5 Hz, 2H), 7.11 — 7.02 (m, 2H), 3.50 (s, 2H), 2.76 — 2.33 (m, 8H), 2.35 — 2.24 (m,
3H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.11 (C), 162.51 (C), 159.30 (C), 138.87 (CH),
129.39 (CH), 124.76 (C), 123.32 (C), 116.20 (CH), 113.84 (C), 54.99 (CH2), 52.59
(CH2). 51.76 (CH2), 45.86 (CH2), 26.88 (CH3).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.

3030,17 ; 2798,85 ; 1604,77; 1514,12 ; 1290,38; 1226,73; 1164,15; 837,11;
682,80.

MS (ESI), m/z (%):
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353,2 (M+1)

4.7.20 - Sintese da 5-(4-fluorofenil)-3-(piperazin-1-ilmetil)-4-(piridin-4-il)isoxazol 105h

Solido amorfo branco
C19H19FN4O

MM = 338.15 g.mol"
PF =88,5°C

Método MN-666: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (175 mg, 0,65 mmol) e TEA (0,136mL, 0,97mmol) em THF (2 mL), foi
adicionado cloreto de metanossulfonila (0,55 mL, 0,71 mmol) gota a gota a 0 °C sob
atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reag&do prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (0,146 mL, 0.84 mmol) e piperazina (73 mg,
0.84 mmol). Apds adigdo de 1eqv. dos reagentes e overnight, houve remogao do
solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi evaporado in vacuo e
o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando
CH2Cl2/MeOH (95/5) como eluente. Foi entdo obtido o composto 105h como um

sélido amarelo claro (170 mg, rendimento de 68%).

"H NMR (400 MHz, , CDCIs) &: 8.66 (d, J = 4.4 Hz, 2H), 7.53 (dd, J = 8.4, 5.3 Hz, 2H),
7.45 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 7.08 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 3.47 (s, 2H), 2.84 (s, 4H), 2.48 (s,
4H), 1.80 (s, 1H).
3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.11 (C), 162.52 (C), 159.86 (C), 150.31 (CH),
138.91 (C), 129.39 (CH), 124.78 (C), 123.35 (C), 118.49 (CH), 113.88 (C), 54.06
(CH2), 52.43 (CH2), 45.99 (CH3).
IV-FT — ATR (cm), principais sinais.
3282,84 ; 2899,01 ; 1625,99; 1602,85; 1514,12; 1473,62 ; 1224,80; 1159,22;
815,89.

MS (ESI), m/z (%):
339,1 (M+1)
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4.7.21 - Sintese da 2-(4-((5-(4-fluorofenil)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3-il)metil)piperazin-
1-il)etanol 105i

Solido amorfo amarelo
C21H23FN4O2

MM = 382.18 g.mol’
PF=114,5°C

Método MN-667: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (175 mg, 0,65 mmol) e trietilamina (0,135mL, 0,97mmol) em THF (2 mL),
foi adicionado cloreto de metanossulfonila (0,55 mL, 0,71 mmol) gota a gota a 0 °C
sob atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reagao prosseguiu one pot
onde foi adicionada diisopropiletilamina (0,146 mL, 0.84 mmol) e piperidina metanol
(109 mg, 0.84 mmol). Apds adicdo de 1eqv. dos reagentes e overnight, houve
remogdo do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando CH2Cl2/MeOH (98/2) como eluente, sendo o sélido obtido macerado
em éter de petréleo. Foi entdo obtido o composto 105i como um sélido amarelo claro
(170 mg, rendimento de 68%)

"H NMR (400 MHz, , CDCls) &: 8.66 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 7.57 — 7.49 (m, 2H), 7.43 (dd,
J=45,1.6 Hz, 2H), 7.13 — 7.03 (m, 2H), 3.65 — 3.57 (m, 2H), 3.51 (s, 2H), 2.65 —
2.35 (m, 8H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.13 (C), 162.54 (C), 159.85 (C), 150.31 (CH),
138.89 (C), 129.39 (CH), 124.75 (C), 123.32 (C), 116.32 (CH), 113.81 (C), 59.12
(CH2), 57.67 (CH2), 52.75 (CH2), 51.79 (CH>).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.

3228,84 ; 2929,87 ;1637,71; 1516,05; 1477,47; 1404,18 ; 1222,87; 1155,36;
835,18.
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MS (ESI), m/z (%):
383,1 (M+1)

4.7.22. Sintese da 5(4-((5-(4-fluorofenill)-4-(piridin-4-il)isoxazol-3-il)metill)piperidin-1-
il)metanol 105j

Solido amorfo branco
C21H22FN3O2

MM = 367.17 g.mol"
PF =123,5°C

Método MN-670: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (270 mg, 1 mmol) e trietilamina (21 mL, 1,5 mmol) em tetrahidrofurano
(1 mL), foi adicionado cloreto de metanossulfonil (84 mL, 1,1 mmol) gota a gota a 0
°C sob atmosfera de N2 (g). Apos verificado em UPLC/MS, a reagéo prosseguiu one
pot onde foi adicionada diisopropiletiiamina (0,83 mL, 0.48 mmol) e piperidina
metanol (0,55 mg, 0.48 mmol)/1mL THF. Apds adigdo de 1eqv. dos reagentes e
overnight, houve remogao do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente
organico foi evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em
coluna de gel de silica usando CH2Cl2/MeOH (97/3) como eluente, sendo o sélido
obtido macerado em éter de petréleo. Foi entdo obtido o composto 105j como um

sélido amarelo claro (55 mg, rendimento de 40%).

"H NMR (400 MHz, CDCls) &: 8.64 (d, J = 4.3 Hz, 2H), 7.57 — 7.49 (m, 2H), 7.45 (d, J
=4.5 Hz, 2H), 7.07 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 4.80 (s, 1H), 3.47 (d, J = 8.9 Hz, 4H), 2.90 (d,
J=11.2 Hz, 2H), 2.08 (t, J = 11.5 Hz, 2H), 1.72 (d, J = 12.6 Hz, 2H), 1.50 (s, 1H),
1.18 (dd, J = 22.3, 9.9 Hz, 2H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.03 (C), 162.49 (C), 160.28 (C), 150.19 (CH),
139.01 (C), 129.39 (CH), 124.82 (C), 123.37 (C), 116.28 (CH), 113.89 (C), 67.69
(CH), 53.14 (CH), 52.21 (CH), 38.30 (CH), 28.80 (CH).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.
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3250,05  ; 2904,80 ; 1602,85; 1516,05; 1475,54; 1406,11 ; 1224,80; 1161,15;
833,25.

MS (ESI), m/z (%):

368,2 (M+1)

4.7.23 - Sintese da 5-(4-fluorofenil)-3-(piperidin-1-il-metil)-4-(piridin-4-il)isoxazol 105k

Solido amorfo amarelo claro N= ] NQ
C20H20FN3O N | N
N
MM = 337.16 g.mol’ o
F

Método MN-668: Para uma mistura de (5- (4-fluorofenil) -4- (piridin-4-il) isoxazol-3-il)
metanol 104 (160 mg, 0,59 mmol) e trietilamina (0,4 mL, 0,76 mmol) em
tetrahidrofurano (1 mL), foi adicionado cloreto de metanossulfonil (84 mL, 0,84 mmol)
gota a gota a 5 °C e foi agitado a temperatura ambiente 20 min. Apos verificado em
UPLC/MS, a reacdo prosseguiu one pot onde foi adicionada diisopropiletilamina
(0,133 mL, 0.77 mmol) e piperidina (0,76 mL, 0.77 mmol). Apds overnight, houve
remogao do solvente e extragdo com agua/AcOEt. O solvente organico foi
evaporado in vacuo e o residuo foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica usando CH2Cl2/MeOH (97/3) como eluente, sendo o solido obtido macerado
em éter de petréleo. Foi entdo obtido o composto 105k como um sélido amarelo

claro (128 mg, rendimento de 64%).

H NMR (400 MHz, CDCIs) &: 8.65 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 7.55 - 7.51 (m, 2H), 7.43 (d, J
= 6.0 Hz, 2H), 7.05 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 3.43 (s, 2H), 2.43 (sl, 4H), 1.49 (sl,1H), 1.52
(m, 4H), 1.43 (d, J = 4.8 Hz, 2H).

3C NMR (100 MHz, CDCIs) &: 165.03 (C), 162.48 (C), 160.38 (C), 150.21 (CH),
139.01 (C), 129.45 (CH), 124.88 (C), 123.47 (C), 116.26 (CH), 114.00 (C), 54.15
(CH2), 52.60 (CH2), 25.95 (CH2), 24.06 (CHz>).

IV-FT — ATR (cm), principais sinais.
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204144  ; 2792,93 ; 1600,92; 1512,19; 1406,11; 1224,80 ; 1157,29;
825,53.

MS (ESI), m/z (%):

338,1 (M+1)

5.CAPITULO 3 - Avaliagdo do potencial biolégico das moléculas
5.1 Objetivos

5.1.1 Objetivo Geral

Avaliar as atividades anti-Trypanosoma cruzi e anti-Leishmania dos novos derivados
sintetizados e a citotoxicidade destes em células tumorais humanas e célula nao

cancerigena.

5.1.2. Objetivos Especificos.

a - Avaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos 105a-k e 4a-k frente as

espécies L. amazonensis e L. infantum, em todas as formas evolutivas dos parasitas;

b - Avaliar a atividade tripanocida dos compostos 105a-k e 4a-k frente a todas as

formas evolutivas do T. cruzi;
¢ - Avaliar a citotoxicidade dos compostos 105a-k e 4a-k frente as células tumorais
MCF-7, NCI-H292, Jukart e HT-29 e célula normal VERO.
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5.2. Metodologia

5.2.1. Avaliacao da atividade anti-Leishmania

5.2.1.1. Ensaios com promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

Formas promastigotas de L. amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) e L.
infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26 °C em meio
Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio completo).
Parasitas na fase exponencial de crescimento foram utilizados em todos os
experimentos. Para o ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram
contados e diluidas em meio Schneider's completo na concentragdo de 1 x 108
células/mL. Os parasitas foram incubados a 26 °C na presenca de diferentes
concentragbes dos compostos (1,5 a 200 yg/mL) por 72 h. Parasitas incubados
apenas com meio de cultura e com o veiculo foram utilizados como controle negativo.
Apds a incubacéao, os pogos foram lavados e foi adicionada solugdo de CPRG (500
uM, 0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubacg&o por 10 minutos, a
22 °C. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro
THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A atividade leishmanicida dos compostos foi
verificada pela diminuicdo no numero de promastigotas nas culturas tratadas em
comparagao com a cultura controle sem tratamento. A miltefosina foi utilizada como
controle positivo. Os valores de ICso foram calculados por analise de regresséo
utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

5.2.1.2. Ensaios com amastigotas de L. amazonensis e L. infantum
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Para esta avaliagdo, macrofagos RAW 264.7 (3 x 10° células/mL) foram
incubados para aderéncia por 1 h, a 37 °C e atmosfera com 5% de CO.. Apds essa
incubacao inicial foram acrescentadas promastigotas de L. amazonensis e L.
infantum na proporg¢ao de 15 parasitas/macrofago, por um periodo de 6 h, a 37 °C e
5% de CO2. Os parasitas nado internalizados foram removidos por lavagem e a
cultura foi incubada novamente na presenca de diferentes concentragbes dos
compostos (3,125 a 100 pg/mL) por 24 h, a 37 °C e 5% de CO.. Amastigotas
incubadas apenas com meio de cultura e com miltefosina foram utilizadas como
controle negativo e positivo, respectivamente. Apos a incubagéo, os pogos foram
lavados e foi adicionada solugédo de CPRG (500 uM, 0,5% de Nonidet P-40, em
PBS), seguida de nova incubagao por 18 h, a 22 °C. Foi realizada a leitura da
absorbancia a 570 nm no espectrofotdbmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A
atividade leishmanicida dos compostos foi verificada pela diminuicdo no numero de
amastigotas intracelulares nas culturas tratadas em comparagdo com a cultura
controle sem tratamento. Os valores de Clso foram calculados por andlise de
regressao utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em

duplicata.

5.2.2. Citotoxicidade

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com
MTT. Esse ensaio baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazolio por
redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan sao
formados no interior dessas células, que devem ser lisadas para a solubilizagdo e
posterior analise por espectrofotometria. Uma vez que a quantidade de formazan
produzida é diretamente proporcional ao niumero de células viaveis, quanto maior for
a viabilidade celular, maior sera a propor¢ao de reducdo do MTT e maior sera a
absorbancia.

Os fibroblastos da linhagem L929 (célula normal, n&do tumoral) foram
plaqueados em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e
atmosfera com 5% de COg, para aderéncia. Apds esse tempo, os compostos foram
adicionados nas concentragdes de 6,25 a 200 pg/mL e incubados novamente por um
periodo de 48h. Foram utilizados pog¢os apenas com meio de cultura como controle

negativo. Apds a incubagao foi acrescentado 25 yL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)
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-2,5-brometo difenil tetrazélio) a 5 mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubagéao
por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o
restante de MTT foi aspirado e 100 yL de DMSO foi adicionado por poco para
solubilizagdo dos cristais de formazan resultantes da redu¢do do MTT. Foi realizada
a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC
Multiskan FC. A concentragao citotoxica para 50% da cultura (CCsp) foi determinada
por andlise de regressao pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado

em duplicata.

5.2.3. Os ensaios in vitro e in vivo para identificagcdo de compostos com atividade
anti-Trypanosoma cruzi

5.2.3.1. Ensaio anti-Trypanosoma cruzi usando a cepa Tulahuen-B-galactosidase

O ensaio da B-galactosidase desenvolvido por Buckner e colaboradores
(1996), com modificacbes (Romanha et al., 2010), utiliza a cepa Tulahuen de T. cruzi
que expressa 0 gene da beta-galactosidase de Escherichia coli e foi utilizado para
determinar a atividade tripanocida dos compostos. Resumidamente, para a
realizacdo dos ensaios, fibroblastos de camundongos da linhagem L929 foram
semeados em placas de 96 pocgos e incubados por 24 horas a 37° C para a adesao
e posterior infecgao com 10 parasitas/célula. Apds 2 h, o meio contendo os parasitas
extracelulares foi substituido por meio novo e a placa novamente incubada a 37° C
por 48 horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio novo,
além dos compostos em concentragdes decrescentes, a partir de 100 ug/ mL, até se
chegar a Clso. Apés 96 horas de incubacgao, foi adicionado o substrato CPRG, a
placa foi incubada a 37° C, e a leitura realizada apds 16-20 h em espectrofotdbmetro
utilizando um filtro de 570 nm. O benzonidazol no seu Clso (1 pg/mL = 3,81 uM) foi
utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos como a
porcentagem de inibicdo do crescimento parasitario. As Clsp sobre as formas

amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foram determinadas por interpolagao linear

5.2.3.2. Ensaio de citotoxicidade sobre células de vertebrado
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Os compostos com atividade tripanocida identificados no ensaio com a cepa
Tulahuen transfectada com beta-galactosidase foram testados contra as células
L929 para determinagao da citotoxicidade (Romanha et al., 2010). A viabilidade das
células submetidas aos tratamentos foi determinada utilizando o indicador de
viabilidade celular alamarBlue™. As amostras foram testadas em concentragées
crescentes a partir da ICsp encontrada sobre o parasita, utilizando o mesmo numero
de células, tempo de desenvolvimento celular e tempo de exposi¢cao aos compostos
usados no ensaio da beta-galactosidase. Apds a adi¢do do alamarBlue™, a placa foi
incubada por 4 a 6 h e a leitura realizada a 570 e 600 nm. Os resultados foram
expressos como a diferenca percentual na reducdo entre células tratadas e nao

tratadas. As CCso sobre as células L929 foram determinadas por interpolacao linear.

5.2.3.3. Determinacdo do indice de Seletividade

O indice de Seletividade (IS) é utilizado para definir os compostos que devem
ser testados em ensaios in vivo. E determinado por meio da razdo CCso sobre L929/
Clso sobre T. cruzi. Somente os compostos que apresentam IS = 50 sédo

recomendados a ensaios in vivo (Romanha et al., 2010).

5.2.3.4. Toxicidade aguda em camundongos

Com o objetivo de determinar a dose maxima tolerada (DMT) dos compostos
selecionados para ensaios in vivo, foram usados dois camundongos suigos para
cada composto, um macho e uma fémea, néo infectados, com seis semanas de
idade. No dia 1, a cada camundongo foi administrado, por via oral ou intraperitoneal,
em doses crescentes e a cada 2 horas, os compostos dissolvidos em DMSO e
diluidos em Tampéo Fosfato-Salino (PBS) com 20% de PEG 400 e 0,05% de Tween
80. A dose inicial foi de 5 mg/kg. Apos 2 h, uma dose adicional de 15 mg/kg foi
administrada (resultando em uma dose acumulada (DA) de 20 mg/kg). Apds 2 h,
uma nova dose de 30 mg/kg foi administrada (DA = 50 mg/kg). Apds outras 2 h, 50
mg/kg (DA = 100 mg/kg), e finalmente apds mais 2 h, 100 mg/kg (DA = 200 mg/kg)
foram administrados. No dia 2, os camundongos foram inspecionados a procura de
sinais clinicos toxicos e sub-toxicos de acordo com as regras da Organisation for

Economic Co-operation and Development (OECD) (Walum, 1998). Posteriormente,
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esses compostos serdo testados em camundongos infectados com a cepa Y de
T.cruzi, utilizando a DMT.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica com a seguinte
numeracgao: CEUA IAM/FIOCRUZ numero 162/2020.

5.2.4. Atividade Citotoxica em células tumorais

As linhagens de células humanas utilizadas foram: NCI-H292 (carcinoma
pulmonar de células escamosas), MCF-7 (cancer de mama humano), Jukart
(leucemia aguda de células T de humanos), HT-29 (cancer de co6lon humano)
mantidas no laboratério de Cultura de Células do Departamento de Antibiéticos,
UFPE. A triagem anticancer in vitro dos compostos sintetizados foi realizada através
do método do MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlic (ALLEY,
M. C., 1983; MOSMANN, 1983). As linhagens de células foram plaqueadas na
concentracdo adequada para cada tipo celular, sendo mantidas a 37 °C em
atmosfera umida enriquecida com 5% de CO2. Os compostos foram solubilizados em
DMSO (1%), e em seguida diluidos de forma seriada no meio de cultura e
plagueados na concentragdo unica final de 25 yg/mL e incubados por 72 h. Apos
esse periodo, foi adicionado 25 pyL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubagao,
o0 meio de cultura foi aspirado e 100 yL de DMSO foi adicionado a cada poco. A
absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de
560 nm e a percentagem de inibicdo calculada. Apds a triagem inicial, os derivados
que apresentaram inibicdo do crescimento celular superior a 75%, foram testados
em varias concentragdes para a determinagdo da concentragao que inibe 50% da
proliferagdo celular (Clso). A porcentagem de inibicdo, o Clso e os intervalos de
confiangca (IC95%) foram calculados no programa GraphPadPrism 5.0. Os

experimentos foram realizados em triplicata em trés ensaios independentes.
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5.3.Resultados e discussao

5.3.1.Atividade leishmanicida e de citotoxicidade

A determinacido da atividade leishmanicida contra as espécies L.
amazonensis e L. infantum assim como a determinacdo da citotoxicidade contra

fibroblastos da linhagem L929, em duplicata.

5.3.1.1. Série difenil-isoxazol (Séries 105a-105k)

Os resultados obtidos na determinagao da Concentragao Inibitoria 50% (Clso)
frente as espécies L. amazonensis e L. infantum (formas promastigota e amastigota)
e da Concentragdo Citotoxica 50% (CCso) frente a fibroblastos da linhagem L929 da

série de compostos diaril-isoxazois 105a-105k estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Atividade leishmanicida in vitro (Clso) da série difenil-isoxazol (105a-105k) e
respectiva citotoxicidade (Clso) e indice de seletividade (IS).

Atividade leishmanicida (uM)

L929 L. amazonensis L. infantum
’
Composto R fibroblasto promastigota amastigota promastigota amastigota

CCso Clso (1S) Clso (IS) Clso (1S) Clso (I1S)

201,5 212 193,7 222.3 192
1052 “N(CHa): (0,95) (1,04) (0,90) (1,10)

23,8 155,2 53,5 125,2

1050 Nz 263,3 (11,0) (1,69) (4.90) (0.19)
105¢ _NHCH; 299.7 191 68,1 221,7 102

(1,56) (4,40) (1,35) (1,87)
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168,8 72,6 1991 103,9
105d -NHCH2CH3 86,8 (0.51) (1,19) (0,43) (1,62)
85,4 30,8 76,1 50,4
105e -NHCH2CH2CH3 129,1 (1.51) (4,19) (1,69) (1,69)
105¢ _N' \O 129 4 124,6 168 139,7 166,2
109t N, (1,03) 0,77) 0,92) (0,74)
/ \ 53,6 34,6 64,4 411
1059 ANI A 2313 (431) (6.68) (3.59) (1,30)
105h & \H 163.1 71,5 21,9 113,5 242
105h -, (2,28) (7,44) (1,43) (2,95)
/\ OH
105i N N—/_ 1245 39,5 72,4 50,5 771
I \ , (3,15) (1,71) (2,46) (0,51)
] 37,9 54,2 421 88,9
105 i > 104.3 (2,75) (1,92) (2,47) (042)
OH

1442 121,1 178 139,9
105k —NC>_/ 96.6 (0,66) (0,79) (0,54) (1,03)

. . 10,1 6,9 17,2 1,7
Miltefosina - 60,8 (6,02) (8.81) (3.53) (5.94)

Todos os compostos da série diaril-isoxazol foram inativos contra as espécies
L. amazonensis e L. infantum, tanto nas formas promastigotas quanto nas formas
amastigotas. As menores concentragdes registradas foram encontradas com as
moléculas 105b, com ICsp de 23,8 u M contra a forma promastigota da L.
amazonenses, e 105h contra a forma amastigota, com Clso de 21,9 uM para L.
amazonensis e 24,2 uM para L. infantum, sendo todos os outros valores superiores
a estes.

Os valores de Concentracao Citotoxica 50% (CC50) frente a fibroblastos da
linhagem L929 demonstraram que os compostos da série apresentam baixa
citotoxicidade, com todos os valores superiores a miltefosina, farmaco referéncia

neste teste.

5.3.2.Atividade T. cruzi e citotoxicidade

A determinacido da atividade anti-T. cruzi foi procedida utilizando-se a cepa
Tulahuen de T. cruzi e a determinagdo da citotoxicidade contra fibroblastos
utilizando-se a linhagem L929 (por meio do método do alamarBlue™). Os ensaios
foram realizados utilizando-se quadruplicatas para cada concentracdo dos

compostos.
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5.3.2.1.Série diaril-isoxazol (Séries 105a-105k)

Os resultados obtidos na determinagao da Concentragao Inibitoria 50% (Clso)
frente as formas tripomastigota e amastigota, assim como da Concentragéo
Citotoxica 50% (CCso) frente a fibroblastos da linhagem L929 da série de compostos

diaril-isoxazois 105a-105k estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade antichagasica (Clso) in vitro da série diaril-isoxazol (105a-105k) e
respectiva citotoxicidade (CCsp) e indice de seletividade (IS)

L929 Trypanossoma cruzi Sl
Comp. R fibroblasto tripomastigota/amastigota
CCso (uM) Clso (uM) CCs0/Clso
105a -N(CHs): >336,33 67,94+£17,2 >49
105b -NH> >371,37 28,22+26,4 >13,1
105¢ -NHCH3 >352,98 121,07+22,6 >29
105d -NHCH2CHjs >336,33 297,99+0,0 >11
105e -NHCH>CH2CH3 321,18 59,74+27,6 54
105f —N O >294,67 104,90+48,0 >28
_/

1059 —N NCH; >283,76 171,68+8,8 >1,6

105h —N NH 295,53 95,7548,0 3,1

\_/
\ OH
105i N N >261,49 195,33+1,0 >1,3
\__/
105j — ) 296,39 46,83x10,4 6,3
OH

105k _NC>_/ >272,17 109,68+16,6 >2,5
Benznidazol - 2401,54 3,81 630

Dos compostos testados, apenas o 105b apresentou atividade anti-T. cruzi,
com Clsp de 28,2 uM. Todos os outros da série 105a-105k foram pouco potentes
para esta atividade, uma vez que apresentaram Clso acima de 10 uM, (Romanha et
al., 2010).

Para o teste de citotoxicidade, os compostos 105e, 105h, 105j foram capazes

de inibir a viabilidade dos fibroblastos da linhagem L929 apenas na concentragéo
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maior (100 pg/mL), enquanto todos os outros ndo foram citotdxicos, mesmo na
concentracdo maxima, o que impossibilitou a determinacdo da CCso desses. O
indice de seletividade (IS) calculado foi inferior a 50 para todos os compostos,
demonstrando seletividade insuficiente para indicagao a ensaios in vivo.

Mesmo sem uma atividade tripanocida significativa, o 105b apresentou o valor
de menor Clso (28,2 u M), tendo como o R' o -NH.. Analisando o padrdo de
substituicdo em R', ndo foi possivel determinar uma relagdo estrutura atividade
(REA), visto que as concentragdes mais baixas apresentaram substituintes
aminados ramificados ou ciclicos. O acréscimo de um metil na amina secundaria,
como visto em 105c diminui a Clso (121,07 uM), o acréscimo de etil diminui mais
ainda (297,99 u M) como visto no 105d, sendo este o de maior Clso verificado.
Quando, porém, ha o acréscimo de um propil 105e, o valor diminui
significativamente (59,74 uM).

Novas analises com uma maior concetragao inicial, podera determinar a

concentracédo citotdxica

5.3.2.2. Série isoxazolina aza-biciclica (Séries 4a-4k)

Os resultados obtidos na determinagao da Concentragao Inibitoria 50% (ICso)
frente ao T. cruzi usando as formas evolutivas tripomastigota e amastigota e os
obtidos na determinacdo da Concentragdao Citotoxica 50% (CCso) frente a
fibroblastos da linhagem L929 da série de compostos isoxazolina aza-biciclica 4a-4k

estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Atividade antichagasica (Clso) in vitro da série isoxazolina aza-biciclica (4a-4k) e
respectiva citotoxicidade (CCso) e indice de seletividade (1S)

L929 T. cruzi IS
C t R R?
ompostos Fibroblasto tripomastigota/amastigota CCeo/Cl
CCso (uM) Clso (uM) 207150

4a p-Cl p-NO> >201,58 3,23+0,1 > 62,5
4b p-Me p-NO> >210,03 6,09+4,8 > 34,5
4c p-Me p-Cl >107,50 45,80+£19,1 >23
4d p-Me p-F >222,65 11,13+10,2 >20
4e p-Cl p-Cl >206,16 6,39+0,4 > 32,2

af p-Cl p-F >213,18 5,54+0,0 > 38,5
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49 p-NO2 p-NO2 >197,20 4,14+0,6 > 47,6
4h p-NO2 p-Cl >201,58 1,19+0,0 > 169,5
4i p-NO2 p-F >208,29 4,06+0,1 >51,3
4j p-F p-NO2 >208,29 5,62+1,2 > 37
4k p-tBu p-NO2 >192,99 0,29+0,0 > 666,7
83a p-Cl - >284,85 74,6318,8 >3,8
83b p-Me - >302,01 73,09161,6 > 4,1
83c p-NO2 - >276,18 83,96+0,6 >3,3
83d p-tBu - 142,57 8,3119,6 17,2
83e p-F - >298,43 169,51+56,4 >1,8
83f p-OMe - >288,09 137,42161,4 >2,1
Benznidazol - - 2401,54 3,84+0,0 630

A série dos hibridos isoxazolina aza-biciclica/tiazol apresentou excelentes
resultados para a atividade anti-7. cruzi. Como verificado na Tabela 10, os
potentes (Clso < 10 p g/mL). De acordo com Romanha et al. (2010), sao
recomendados a ensaios in vivo os compostos que apresentam seletividade (IS)
maior ou igual a 50. Desta maneira, os hibridos 4a, 4h, 4i e 4k foram escolhidos
para a sequéncia dos estudos antichagasicos in vivo.

Dos hibridos selecionados para a avaliagao in vivo, o 4k, com radical terc-
Butil (tBu) em R' e nitro (NO2) em R?2, apresentou maior poténcia na atividade
tripanocida, com a ICsp de 0,29 uM, além de uma seletividade superior a 666,7,
sendo que o valor deve ser definido utilizando-se uma concentragao maior que 100
ug/mL, em um novo teste. Mesmo assim, esse valor foi superior ao benznidazol (IS =
630), farmaco referéncia nos testes in vitro e in vivo.

Dentre os trés outros hibridos selecionados para a avaliacéo in vivo, 4a, 4h, 4i,
o hibrido 4i (R'= p-NO2 / R? = p-Cl) apresentou o segundo menor valor de Clso (1,19
uM), sendo ele um isémero de posigdo do hibrido 4a (R' = p-Cl/ R2= NO-), o terceiro
menor valor de Clso (3,23 uM), havendo, porém, uma queda na seletividade em 2,5
vezes (4a Sl > 62,5). Observando o hibrido 4k, € possivel verificar que a presenca
do radical terc-Butil (tBu) em R' é responsavel pela destacada atividade tripanocida,
sendo 11 vezes mais potente que o hibrido 4a (R" = p-Cl).

O hibrido 4i (R' = p-NO2 / R? = p-F), também escolhido para a avaliagéo in
vivo, apresentou Clsp = 4,06 uM e IS > 51,3. Em comparagéo com o 4h (R'= p-NO> /
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R? = p-Cl) ha uma mudanga do R? = Cl para o R? = F, gerando diminuigdo da
poténcia em 3 vezes, em relagéo a Clso.

O hibrido 4j (R' = p-F/R? = p-NO3) teve um Clso de 5,62 uM (IS > 37) sendo
inferior em poténcia em relagdo ao seu isdmero de posicéo, o hibrido 4i (R = p-NO-
/ R2 = p-F). Mesmo assim, o 4j apresentou potente atividade antichagasica. Os
compostos 4b, 4d, 4e, 4f, 49, 4j apresentaram relevantes atividades tripanocidas,
podendo ter o Sl superior ou igual a 50 em teste com concentragdo citotdxica
superior a 100 pug/mL, elevando seu valor na CCso e os habilitando para avaliagéo in
vivo, consequentemente. O hibrido 4¢c (R' = p-Me/R? = p-Cl) apresentou atividade
reduzida com ICso de 45,80 uM, valor 4 vezes superior ao 4d (R' = p-Me/R? = p-F), o
qual demonstrou valor de Clsp elevado, 11,13 pM.

Os precursores tiossemicarbazénicos 83a-83f também foram testados, sendo
pouco potentes no ensaio de avaliacdo da atividade tripanocida, com excecédo do
83d o qual apresentou Clso de 8,31 uM. Os demais apresentaram Clso superior a 70
uM, sendo verificado que a presenga do grupo tiazol é essencial para a atividade
antichagasica em todos os hibridos, gerando potencializagdo da atividade para o

83d, como verificado no hibrido 4k.

5.3.2.3.Determinagao da dose maxima tolerada (DMT)

Antes de prosseguir com a avaliagao in vivo dos compostos 4a, 4h, 4i e 4k,
foi realizada o ensaio de DMT, verificando-se que nao houve sinais de toxicidade na
concentracéo igual a 200 mg/kg, pelas vias oral e intraperitoneal, o que revelou
baixa toxicidade destes compostos em camundongos.

5.3.3.Citotoxicidade

Os resultados da atividade citotoxica frente a células tumorais estao descritos
na Tabela 11.

Para o screening inicial, uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o
potencial citotdxico das amostras testadas. Amostras com alta atividade (91 a 100 %

de inibigdo), com atividade moderada (inibicdo de crescimento celular variando de
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70 a 90%), baixa atividade citotéxica (inibicdo do crescimento de 51 a 69%) e sem

atividade (inibicado de crescimento menor que 50 %) (RODRIGUES et al., 2014).

Tabela 11. Atividade citotoxica dos compostos 4a-4k e 83a-83f, frente a células
cancerigenas e célula normal representados em inibigdo de crescimento percentual. Os
valores representam o percentual de inibicdo do crescimento celular com 72 h de incubacéo.

VERO MCF-7  NCI-H292 Jukart HT-29
Comp. R’ R?
Inibicdo % do crescimento celular + desvio padrao (D.P.)
4a p-Cl p-NO2 34,7+3,9 45,2+0,3 60,614,9 77,310,3 49,4422
4b p-Me p-NO2 60,614, 1 21,7+¢2,0 47,2411 69,0+1,9 41,56,2
4c p-Me p-Cl 41,8%1,0 53,2+4,9  60,5%+3,7 72,4148 69,5+1,3
4ad p-Me p-F 48,3+1,7 51,3+1,9 62,2+1,2 59,6+2,9 51,2+0,3
de p-Cl p-Cl 38,3+1,3 48,5+4,0 70,8+1,3 55,5+6,5 66,8+4,7
af p-Cl p-F 35,316,2 446+2,0 58,410,08 87,0+0,9 54,5+0,7
4q p-NO2  p-NO2 49,1+1,4 55,0+4,3 71,113 45,8+7,6 47,7+5,6
4h p-NO2 p-Cl 46,4+3,1 70,0£1,0 86,8+1,4 44,7+6,5 67,4122
4i p-NO2 p-F 52,4+0,6 31,8+2,8 70,6+2,3 58,915,5 38,7+2,8
4j p-F p-NO2 51,2441 44,025 54,1+1,8 54,7+1,2 69,7+0,8
4k p-tBu p-NO2 42,2+1,7 41,3+2,1 57,242,3 28,5+2,1 44,1+5,5
83a p-Cl - 46,5+2,5 21,5+0,2 20,5+4,8 9,145,5 251+2,7
83b p-Me - 45,2+1,1 249436  4,612,4 44,9134 10,44,3
83c p-NO2 - 37,8+1,5 10,4+1,9 27,1+1,8 *N.A 19,9+2,4
83d p-tBu - 17,3+4,9 23,0+1,7 36,8+2,8 *N.A 3,440
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83e p-F - 26,624 15,6+3,1 27,1+14 *N.A 29,1£51
83f p-OMe - 45,2+1,5 45,3+0,9 20,8+3,2 30,4+185 20,1+4,5
Doxorrubicina 33,414 94,5+0,6 92,0+1,6 81,4+3,7 66,6+0,8

Células: NCI-H292 (carcinoma pulmonar de células escamosas), MCF-7 (cancer de mama), Jukart
(leucemia aguda de células T), HT-29 (cancer de célon) e VERO (rim de macaco).

Concentragdo Unica = 25 ug/mL

*N.A. = N&o ativo

Para as células MCF-7, nenhum dos hibridos apresentou atividade inibitéria
superior a 75%, sendo o maior valor de 70% para 4h. Para a linha celular Jukart, os
compostos 4a e 4f apresentaram um percentual de inibicdo de 77% e 87%,
respectivamente, e 4f foram selecionados para a determinacdo do Clso, 0 que
resultou em uma Clso de 7,15 uM frente as células Jukart, inferior a doxorrubicina
(Clso = 13,06 uM) e o hibrido 4h apresentou Clsp de 0,96 uM frente a linha celular
NCI-H292, com menor Clso (doxorrubicina, Clsp = 0,46 puM).

Para a linha celular HT-29, quatro compostos apresentaram percentual
semelhante de inibigcao: 4c, 4e, 4h e 4j com uma inibicdo média de 67%, os outros,
uma menor inibigao.

Com relagao aos resultados nos compostos na célula normal VERO, nenhum
composto apresentou citotoxicidade relevante, de acordo com a classificagdo de
Rodrigues et al. (2014).
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6.CONCLUSAO

A sintese proposta neste projeto pdde ser realizada com sucesso para ambas
as séries, a saber, do hibrido isoxazolina/tiazol 4 com espagador hidrazona e do

sistema diaril-isoxazol 105.

I~
|
(3]
O
(e2]

Os hibridos A%-isoxazolina/tiazol 4a inéditos foram sintetizados, totalizando 11
hibridos, e elucidados por espectroscopia de RMN 'H e '3C unidimensionais e
bidimencionais e IV-FT, e suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas,
demonstrando a eficacia sintética na obtencdo de novos compostos por esta via, por
meio das reagdes de cicloadigao 1,3-dipolar entre, o 6xido de carboetdxiformonitrila
(CEFNO) e enamidas endociclicas substituidas. A utilizacdo de MnOg4 ativado para a
formacao dos aldeidos foi eficaz possuindo rendimentos semelhantes as da reagao
de Swern, além de ter como vantagem a praticidade da reagdo. As
tiossemicarbazonas sintetizadas, também tiveram suas estruturas elucidadas por
RMN e IV-FT, os quais também foram submetidas as avaliagbes bioldgicas. A

analise de massas ainda esta em curso de realizagao.

Da série dos diaril-isoxazois, 11 compostos 105a-k e apenas um da série 96

foram sintetizados e caracterizados pelas espectroscopias de RMN 'H e 3C
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unidimensionais e bidimencionais e IV-FT e pela espectrometria de massas, além de
suas propriedades fisico-quimicas determinadas. Das rotas sintéticas testadas, a
ciclizacdo de B-ceto-endis foi a que proveu melhores rendimentos na série diaril-
isoxazol 105, formando estruturas onde o anel piridina se encontra em C4 do anel
isoxazol. Ja para a série diaril-isoxazol 105, a mesma via sintética ndo favoreceu a
formacéo do nucleo isoxazol, sendo possivel a obtencéo pela via da cicloadi¢céo 1,3-
dipolar entre o Oxido de carboetoxiformonitrila (CEFNO) e a 4-etinilpiridina,
catalisada por cobre, formando o diaril-isoxazol com a piridina na posi¢cdo C5 do anel,
porém a baixos rendimentos, o que justificou apenas 1 composto final sintetizado.
Diversas outras tentativas foram realizadas para contornar a reatividade da piridina

nas reacdes, porém sem o devido sucesso, neste trabalho.

Para a avaliacdo da atividade leishmanicida in vitro, apenas os compostos da
série diaril-isoxazol foram submetidos a atividade contra as formas promastigosta e
amastigota das espécies L. amazonensis e L. infantum. O resultado foi expresso
pela ICso dos compostos, sendo inativos contra as formas evolutivas das espécies
testadas. A avaligdo citotoxica, contra fibroblastos da linhagem L929, demonstrou
baixa citotoxicidade da série diaril-isoxazol com valores de CCsp superiores a

miltefosina.

Para a atividade anti-T. cruzi in vitro, ambas as séries, diaril-isoxazol 105a-

105k e A2-isoxazolina/tiazol 4a-4k, foram submetidas ao ensaio, contra as formas

tripomastigota e amastigota da cepa Tulahuen doT. cruzi, avaliando-se a diminuigao
da carga parasitaria, de modo conjunto, das duas formas, mimetizando o que
acontece no hospedeiro vertebrado. A avaliagado da citotoxicidade se deu contra as
células n&o infectadas, a saber, fibroblastos da linhagem L929.

A avalicdo anti-T. cruzi contra a série diaril-isoxazol foi expressa em Clso,
demonstrando inatividade dos compostos ou baixa atividade quando se tratando da
105b. Tais compostos ndo apresentaram citotoxicidade mesmo na concentragao
maxima testada e novos testes devem ser realizados para determinar tal avaliagao.
Para a série dos hibridos A’-isoxazolina/tiazol 4a-4k, os compostos apresentaram
potente atividade tripanocida com auséncia de citotoxicidade para a concentracao
maxima testada. Os valores de Sl, com os dados obtidos, elegeram os compostos

4a, 4h, 4i e 4k para a avaliacao in vivo, sendo o Sl do 4k superior ao benzonidazol e
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seu Clsp 13 vezes mais potente que o farmaco de referéncia. Para dar
prosseguimento a avaliagéo in vivo, a dose de tolerancia maxima foi determinada,
verificando a nao toxicidade dos compostos 4a, 4h, 4i e 4k mesmo numa
concentracédo de 200 mg/kg de peso vivo.

Os compostos da série isoxazolina aza-biciclica 4a-4k e 83a-83f foram

submetidos a avaliagdo antitumoral frente a células cancerigenas das linhagens
NCI-H292 (carcinoma mucoepiderméide de pulm&o), MCF-7 (cancer de mama),
Jukart (leucemia aguda de células T), HT-29 (cancer de colon) e contra linhagens de
células normais L929 (fibroblastos murinos) e VERO. Para as células da linhagem
cancerigena, o composto 4f apresentou Clso de 7,15 pM frente as células Jukart e o
hibrido 4h apresentou Clso de 0,96 uM frente a linha celular NCI-H292.

Outras analises estdo em andamento para melhor averiguar os resultados
biolégicos. De modo geral, duas inéditas séries quimicas, as isoxazolinas aza-
biciclicas e os di-aril isoxazadis, tiveram seus compostos sintetizados, totalizando 29
moléculas, as quais, algumas apresentaram atividades citotdxica para células
tumorais e atividade leishmanicida, sendo de destaque a atividade antichagasica

para a série isoxazolina aza-biciclica.
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RESUME
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1.INTRODUCTION

L’obtention de nouveaux médicaments a contribué au développement
scientifique dans le domaine des sciences pharmaceutiques et médicales. Les
premiéres études galéniques, menées par des alchimistes et des apothicaires, ont
été a l'origine de ce qui est aujourd'hui le fruit de grandes découvertes et
d'améliorations technologiques dans le domaine des cosmétiques, des médicaments
et des vaccins (SNELL, 2019).

Dans les sciences pharmaceutiques, la chimie médicinale se distingue par
I'obtention et la modulation de nouveaux médicaments, et parmi les outils présents, il
y a l'hybridation moléculaire, dont la fonction est l'union de différents groupes
pharmacophores dans une seule molécule, afin de réduire les toxicités connues et
d'améliorer l'effet pharmacologique des composés candidats aux médicaments
(GONTIJO et al., 2020).

Parmi les noyaux chimiques dont I'activité biologique est connue, on peut citer
l'isoxazole et lisoxazoline, qui ont présenté des activités anti-inflammatoires,
anticancéreuses et antiparasitaires, en plus d'étre présents dans des médicaments
commerciaux. (GONCALVES et al., 2020; BARMADE et al., 2016).

Un autre noyau d'un grand intérét est le thiazole, qui a une activité
antiparasitaire, antimicrobienne et anticancéreuse prononcée (SCHADICH et al.,
2020; ZOU et al., 2021; BERA et al., 2021). En plus des noyaux, la présence
d’espaceurs d’hydrazide et d’hydrazone parmi les noyaux pharmacophoriques est
mise en évidence dans plusieurs études en tant que groupes d'importance dans les
activités biologiques, telles que l'activité anticancéreuse (ZEBBICHE et al., 2020;
UMAPATHI et al., 2020) et leishmanicide (SILVA et al., 2020) .

Dans le groupe de recherche (LASOF), des dérivés isoxazoliniques ont été
obtenus, sous la forme d’hydrazones 1 (ALMEIDA, 2010), de semicarbazones et de
thiosemicarbazones 2 (ALMEIDA et al., 2009; REIS et al., 2011) et de
thiazolidinediones 3 (ALMEIDA, 2010)(Figure 1). Le noyau isoxazoline a cinq
membres (2-isoxazoline-azabicyclique) a été développé dans le Laboratoire de
Synthése Organique de Médicaments (LASOF) et a été appliqué dans l'obtention
plusieurs dérivés, dont ceux mentionnés ci-dessous, qui ont été soumis a I'’évaluation

de l'activité anti-T. cruzi (résultats non encore publiés) (ALMEIDA, 2010).
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Les résultats les plus expressifs de I'étude d’Almeida, 2010, étaient le nitrofurfuril-
hydrazone 1, qui est apparu comme I'anti-T. cruzi le plus puissant des deux séries,
sur la forme épimastigote de T. cruzi, démontrant une cytotoxicité de 60,19 uM et
une Clso de 2,81 uM, une valeur supérieure a celle du benznidazole (6,02 pM).

Dans I'étude la plus récente menée par De Araujo, 2019, le serie thiazolidine-2,4-
dione a montré des résultats anti-T. cruzi plus prometteurs, parmi lesquels la
thiazolidine-2,4-dione 3 (Figure 1) a présenté un Clso de 2,50 uM contre la forme
épimastigote, qui présentait également une activité leishmanicide contre la forme
promastigote de L. amazonensis et L. infantum, a savoir Clso de 7,33 uM et Clso 5,81
MM, respectivement, plus élevé que la miltéfosine (Clso de 15,82 uM et Clso 18,00 uM,
respectivement) (DE ARAUJO, 2019).

Figure 1. Structures chimiques des molécules contenant le cycle 2-isoxazoline-azabicyclique
a activité anti-T. cruzi et leishmanicide
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d’'une grande importance en chimie médicinale pour ses activités biologiques et est
présent dans plusieurs médicaments commerciaux (RAM et al., 2019). Ainsi, la
synthése d’hybrides 2-isoxazoline/thiazole inédits a été proposée avec un bras
espaceur de type hydazone, présentées dans le structure de molécule 4 (Figure 2)

comme une série proposée au Brésil.
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Figure 2. Structure générale des hybrides 2-isoxazoline-azabicyclique/thiazole inédits avec
espaceur hydrazone 4.

Ce doctorat est développé sous un régime de co-tutelle, en coopération avec
'Université de Nantes/France, sous la direction du Prof. Pascal Marchand (UR
1155 — lICiMed, Ecole Doctorale Biologie et Santé) avec I'Université Fédérale de
Pernambuco sous la direction du Prof. Anténio Rodolfo de Faria (Programme de
Post-Graduation en Innovation Thérapeutique) et de la Prof. Teresinha Gongalves
Silva (Programme de Post-Graduation en Sciences Pharmaceutiques). Le projet a
été financé par le programme CAPES-COFECUB et le doctorant est resté un an
dans la ville de Nantes.

Dans le LASOF / Brésil, le projet de synthése d'analogues de coxib a été mis
au point pour une évaluation biologique des propriétés anti-inflammatoires et
anticancéreuses (COUTINHO, 2018). Le noyau utilisé était 'oxadiazoline 8, obtenue
par une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire en utilisant le précurseur 2-chloro-2-
(hydroxyimino)acétate d'éthyle 6 (synthétisé par le groupe de recherche) et des

imines diarylées 5 (Schéma 1).

Schéma 1. Schéma réactionnel de la synthése de 1,2,4-oxadiazoline diaryles 8 a partir de
I'imines diarylées 5 et de 2-chloro-2-(hydroxyimino)acétate d'éthyle 6 (précurseur du N-oxyde
de nitrile 7).
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Dans les travaux présentés par Allocco (2006) et Marchand (2015), les
systémes ortho-diarylpyrrole 9 et imidazo [1,2-a]pyrazine CTN1122 ont présenté une
activité leishmanicide en relation avec l'inhibition de la caséine kinase 1 (CK1) chez
Leishmania major (LmCK1), parmi les résultats, on note les valeurs de Clso LmCK1
de 7 nM et 0,72 uM, respectivement. (ALLOCCO et coll., 2006; MARCHAND et al.,
2015).

A partir de ce qui a été démontré précédemment et aussi avec I'expertise du
groupe de recherche co-dirigé par le Prof. Pascal Marchand, dans la synthése des
molécules hétérocycliques a visée antiparasitaire (MARCHAND et al., 2015), le projet
de supervision doctorale conjointe a été propose, permettant d’envisager la synthése
de nouvelles molécules de type diarylisoxazole 10 et 11 aux propriétés

antileishmaniennes (Figure 3).

Figure 3. Structure des molécules modeles 9 et CTN1122 et structure générale des
nouvelles molécules diarylisoxazoles 10 et 11.
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La leishmaniose est une maladie parasitaire négligée, et est causée par un
protozoaire flagellé du genre Leishmania et qui touche environ 1 million de
personnes dans le monde. Cette maladie touche plus de 3500 personnes par an rien
qu’au Brésil et actuellement un traitement est limité, aucun vaccin humain n’étant
disponible (LUZ et al., 2018; OMS, 2021).
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Une autre maladie négligée est la Maladie de Chagas (MC), qui a pour
agent étiologique le parasite Trypanosoma cruzi. La MC touche plus de 6 millions de
personnes dans le monde, et est endémique dans des pays en développement. Elle
a comme seule alternative thérapeutique le benznidazole et le nifurtimox, efficaces
uniquement dans la phase aigué de la maladie et de toxicité élevée, la recherche de
nouveaux médicaments est nécessaire (DNDi, 2022; PITASSE-SANTOS et al., 2017)

Une autre maladie d’'une grande incidence dans le monde entier et d’'un grand
défi thérapeutique est le cancer. Le cancer est le nom de plus de 100 maladies
caractérisées par la croissance désordonnée des cellules qui envahissent les tissus
et les organes, et peuvent se propager a d’autres régions du corps et ont une origine
multifactorielle et des facteurs de risque tels que le tabagisme et la consommation
d’'alcool (INCA, 2020). Actuellement, un nombre limité de médicaments est utilisé en
chimiothérapie, et qui présentent souvent des effets secondaires indésirables, en
observant également le développement d’'une résistance a ces agents (NHI, 2020).

Au vu des données présentées ci-dessus, ce travail s’engage dans la
synthése de molécules originales ayant des activités antiparasitaires et
anticancéreuses potentielles, sur la base de I'expertise des laboratoires en question
et des données présentées dans la littérature. Différentes séries contenant le noyau
isoxazole et I'hybride isoxazoline-azabicyclique/thiazole seront synthétisées et, apres
confirmation, seront soumises a des études des activités leishmanicides, anti-T. cruzi

et cytotoxiques.

2.REVUE DE LA LITTERATURE

2.1.Leishmaniose

La leishmaniose est considérée comme une maladie tropicale négligée,
comme la maladie de Chagas, la filariose, la dengue et le paludisme. Il s’agit d’'une
maladie parasitaire causée par le protozoaire flagellé du genre Leishmania, et sa
transmission se produit lorsque 'héte vertébré (le chien ou I'humain) est mordu par
la femelle du phlébotome infecté, qui inocule les parasites dans sa circulation
sanguine (FIOCRUZ, 2013).

La leishmaniose est présente dans 98 pays et classée parmi les dix
premiéres maladies tropicales négligées dans le monde, avec plus de 12 millions

de personnes infectées, 0,9 a 1,6 million de nouveaux cas chaque année, entre
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20.000 et 30.000 déces et 350 millions de personnes a risque d’infection Le Brésil
fait partie des dix pays avec le plus grand nombre de cas au monde, en 2020,
16.432 nouveaux cas d’infection ont été signalés (PAHO, 2021).

Il existe plus de 20 espéces de Leishmania, qui manifestent trois formes
cliniques principales de la maladie, qui difféerent selon le parasite responsable de
I'infection (REITHINGER et al. , 2007) :

- Leishmaniose viscérale (VL, également connue sous le nom de kala-azar):
c’est le type de leishmaniose le plus mortel avec une Iétalité de 90%, qui est causée
par les espéces Leishmania donovani et Leishmania infantum / L. chagasi. Les
symptdmes les plus courants sont: fiévre irréguliere, perte de poids,
hépatosplénomégalie et anémie. En 2016, environ 90 % des cas de cette maladie
étaient concentrés au Brésil, en Ethiopie, en Inde, au Bangladesh, au Soudan et au
Soudan du Sud (MOHEBALI et al. , 2020; PAHO, 2021).

- Leishmaniose cutanée (LC) : est la forme la plus courante de la maladie. Les
especes de Leishmania les plus courantes qui causent la LC dans I'’Ancien Monde
sont L. major, L. infantum et L. tropica et dans le Nouveau Monde, cette maladie est
causée par L. amazonensis, L. chagasi, L. mexicana, L. naiffi, L. braziliensis et L.
guyanensis . Il se caractérise par des lésions cutanées, y compris des ulcéres,
laissant des cicatrices permanentes. 90% de tous les cas de LC ne surviennent que
dans sept pays: Afghanistan, Algérie, Brésil, Iran, Pérou, Arabie saoudite et Siria.
Dans le Brésil, LC représente plus de 90% des cas (LIMA, 2017; VRIES; REEDIJK;
SCHALLIG, 2015).

- Leishmaniose cutanée-muqueuse (LMC) : Dans la plupart des cas, le LMC
résulte d’'une LC chronique et guérie sans traitement ou d’'un traitement inadéquat.
Elle est principalement causée par L. braziliensis, mais aussi par L. panamensis, L.
guyanensis, L. amazonensis et L. major. Ses caractéristiques sont des lésions qui
atteignent I'oropharynx, compromettre le septum cartilagineux et d’autres zones
associées, ce qui est causé par une forte réponse immunopathologique. Environ
90% des cas se trouvent au Brésil, en Bolivie et au Pérou. Au Brésil, 3 % a 6 % des
cas de leishmaniose sont atteints de LMC, mais dans certaines municipalités
endémiques, cette proportion peut étre supérieure a 25 % (BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; LIMA, 2017).
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Le cycle de vie de Leishmania spp. comporte deux stades, 'un chez I'hote
vertébré et 'autre chez I'héte invertébré, et le parasite a deux formes: promastigote

(flagellé) et amastigote (non flagellé) présentés a la figure 4.

Figure 4. Le cycle de vie de Leishmania spp. Adapté : Adapté de « Centers for Disease
Control and Prevention »
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Source : (https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html)

Le diagnostic de la maladie est établi a partir d’examens cliniques,
parasitologiques et immunologiques. Actuellement, les médicaments existants
pour le traitement de cette maladie chronique sont principalement parentéraux, ont
de nombreux effets secondaires, en plus des parasites qui y résistent. Les
principaux médicaments utilisés dans le traitement de la leishmaniose sont les
antimoniaux pentavalents, 'amphéthromycine B, la miltéfosine, la pentamidine et
la paromomicine. Il n’existe actuellement aucun vaccin (Figure 5)(GHORBANI;
FARHOUDI, 2017).
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Figure 5. Les principaux médicaments utilisés dans le traitement de la leishmaniose.
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Ces traitements génerent des effets indésirables trés graves, tels que des
effets tératogenes et cardiotoxiques, en plus d’une résistance accrue attribuée a
leur utilisation. Les traitements actuels sont donc toxiques, colteux ou conduisent
a une résistance aux parasites, il y a donc un besoin urgent de nouveaux
médicaments.

Dans ce contexte, les travaux préliminaires de I'équipe |ICiMed ont identifié
une sérine-thréonine kinase de Leishmania spp., caséine kinase 1 (LmCK1),
comme cible parasitaire potentielle. (BAZIN et al., 2021; MARCHAND et al., 2015)

La caséine kinase 1 (CK1) est présente dans toutes les cellules eucaryotes et
a récemment été décrite dans plusieurs organismes protozoaires. Dans
Leishmania spp., deux écocinases excrétées ont été caractérisées
biochimiquement et ont été déterminées comme ayant des activités similaires a
CK1 (RACHIDI et al., 2013) .
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Plusieurs études ont montré que cette enzyme joue un réle important dans
les voies de signalisation biologique chez les parasites (DURIEU et al., 2016;
RACHIDI et al., 2013; MARHADOUR et al., 2012) . Ainsi, I'’évaluation biologique
impliquant 'enzyme LmCK1 est un excellent choix dans la recherche d’'un nouvel

antiparasitaire

2.2.Trypanosoma cruzi

La maladie de Chagas (MC) est une autre maladie parasitaire causée par le
kinétoplastide hémoflagellé Trypanosoma cruzi et sa transmission se produit
lorsqu’une punaise hématophage, connue sous le nom de triatome ou réduve, se
nourrit du sang de I'hote vertébré et libére par les matiéres fécales, le parasite,
sous sa forme trypomastigotes, prés du site de la morsure, I'infectant (FIOCRUZ,
2017).

Il a été décrit pour la premiere fois par le chercheur brésilien Carlos Chagas
en 1909 alors qu’il travaillait sur le contréle d’'une épidémie de malaria connue
sous le nom de paludisme. Dans le travail de Chagas, il a lui-méme décrit le cycle
de vie, les moyens de transmission, ['étiologie, les formes cliniques et
I'épidémiologie de la nouvelle maladie découverte, ce qui lui a valu deux
recommandations au prix Nobel de médecine de I'époque. La maladie est
également connue sous le nom de trypanosomiase américaine, car la
trypanosomiase fait référence a une maladie causée par les protozoaires du genre
Trypanosoma en un hommage au chercheur Oswaldo Cruz (CUNHA; CUNHA,
2021; LEWINSOHN, 1979).

Etant endémique dans les pays en développement et avoir comme seule
alternative thérapeutique, le benznidazole, efficace uniquement dans la phase
aigué de la maladie et de toxicité élevée, la MC est reconnue comme une maladie
négligée. Elle est endémique dans 21 pays d’Amérique latine, mais elle est
présente dans des pays d’Amérique du Nord, d’Europe, du Japon et d’Australie,
touchant 6 millions de personnes dans le monde (PAHO, 2021, 2022; DNDi,
2022). Au Brésil, on estime que 1 a 4,6 millions de personnes sont infectées, avec
une moyenne de 4.000 déces chaque année, avec 1746 déces enregistrés en
2020. Cependant, ce nombre peut étre plus élevé, en particulier le nombre de cas

sans enregistrement, pendant la période pandémique de COVID-19, en plus du
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manque de connaissance de la maladie et, par conséquent, du peu de diagnostic
et de notification de la maladie (BRASIL, Ministére de la Santé, 2022; MSF,2020;
SANTOS et al., 2020 ).

Le cycle de vie de Trypanosoma cruzi comporte deux stades, I'un chez I'hote
vertébré ('humain) et I'autre chez I'héte invertébré (la réduve), et le parasite a trois
formes: le trypomastigote (flagellé) qui peut étre circulant ou métacyclique,
'amastigote (non enflammé) et I'épimastigote (flagellé) illustrés a la Figure 6. Les
trypomastigotes métacycliques se trouvent dans les matiéres fécales et 'urine de
I'insecte vecteur et les tryptomastigotes circulants dans le sang des mammiferes, les
deux sont des formes non réplicatives et infectieuses. Les épimastigotes sont
présentes dans le tube digestif de l'insecte vecteur et dans la fagon dont les
amastigotes sont observés a l'intérieur des cellules de mammiféres, a la fois sous
formes réplicatives (FIOCRUZ, 2017).

Figure 6. Le cycle de vie de Trypanosoma cruzi. Adapté : Adapté de « Centers for Disease
Control and Prevention »
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Au cours de la phase chez I'héte invertébré, les formes epimastigote,
présentes dans I'intestin postérieur, different par des trypomastigotes métacycliques
(un processus connu sous le nom de meétacyclogenése) qui, éliminés par les
matieres fécales et l'urine de linsecte vecteur, sont capables d’infecter I'héte
vertébré. Le parasite ne pénétre pas intact dans la peau, infectant seulement I'héte
par des Iésions muqueuses ou cutanées. Chez les mammiferes, les parasites sous
leur forme trypomastigote pénetrent et se développent a l'intérieur des cellules prés
du site d’inoculation, ou ils se différencient en amastigotes intracellulaires. Les
amastigotes se multiplient par fission binaire et se différencient en tryptomastigotes
libérées dans le sang circulant aprés la perturbation des cellules hobtes, et les
formes de trypanomastigotes circulantes peuvent réinfecter d’autres cellules en
redémarrant le cycle. Si la réduve se nourrit du sang infecté de I'héte mammifére,
les formes de trypanomastigote sont ingérées par l'insecte et aprés les derniers
jours, les parasites deviennent des épimastigotes, se divisant par fission binaire
dans leur intestin, et migrent vers le rectum du parasite et se différencient en
tryptomastigotes métacycliques et sont ainsi éliminés par les matiéres fécales et
I'urine (COIN; CUNHA, 2021; CDC, 2019).

La MC a une phase aigué et une phase chronique. La phase aigué se produit
immédiatement aprés l'infection et peut durer quelques semaines ou quelques mois
et pendant cette phase, des parasites circulent dans la circulation sanguine. La
symptomatologie de cette phase est généralement Iégére ou méme
asymptomatique, présentant de la fievre, un gonflement autour du site d’'inoculation
ou un gonflement rougeéatre des paupiéres, connu sous le nom de signe Romana.
Au cours de la phase chronique, aprées des décennies, les parasites sont
internalisés dans les cellules cardiaques et le muscle digestif, ce qui entraine des
troubles cardiaques et digestifs (mégacdlon et mégacesophage), mais aussi
neurologiques (CDC, 2019; OMS, 2022).

Le diagnostic de la MC peut étre fait par microscopie dans la phase aigué de
la maladie, tandis que dans la phase chronique, il est effectué par la recherche
immunologique. Les deux principaux médicaments utilisés pour le traitement sont
le benznidazole (le médicament de premiére intention) ou le nifurtimox (qui n’est
pas disponible au Brésil) et a une durée moyenne de 60 jours. Ces médicaments

sont plus efficaces dans la phase aigué de la maladie, et lorsque la personne
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infectée a regu le traitement approprié dans cette phase, il y a environ 100% de
chance de guérison (MSF, 2022) (Figure 7).

Figure 7. Les principaux médicaments utilisés dans le traitement de la maladie de Chagas
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Les deux provoquent des effets indésirables avec une faible efficacité du
traitement pendant la phase chronique, en plus d’une résistance du parasite a
ceux-ci. Le benznidazole, avec une dose thérapeutique plus élevée, provoque des
effets toxiques beaucoup plus prononcés et fréquents tels que l'asthenie, les
douleurs musculaires, les nausées et les troubles de 'hématopoiése. Nifurtimox a
des effets similaires, mais avec une intensité et une fréquence plus faibles, tels
que l'anorexie, les troubles psychiques, I'épigastralgie, lirritabilité et la névrite
périphérique sensorielle (SILVA J. et al. ,2014).

Ainsi, il y a une urgence par la découverte de nouveaux médicaments plus
efficaces, puisque les traitements actuels sont toxiques, limités a la phase aigué et

conduisent a un parasite résistant.

2.3.Cancer

Le cancer est le nom donné a une collection de maladies connexes, qui
couvre plus de 100 types différents de maladies malignes qui ont en commun la
croissance incontrélée de cellules anormales. Dans tous les types de cancer, les

cellules commencent a se diviser sans arrét et a se propager a distance aux tissus



219

ou organes adjacents, et peuvent infiltrer les tissus sains (sang, cerveau, os, poumon,
etc.) du corps, les détruisant. Il est également connu sous le nom de néoplasie et
contraste avec les tumeurs bénignes, car elles ne se propagent pas (INCA, 2020;
NIH, 2015).

L’'oncogenése (le processus physiopathologique du cancer) est due a une
maladie génétique, qui peut survenir en raison de I'exposition a des facteurs de
risque tels que I'exposition aux rayonnements ionisants ou solaires, le tabagisme,
I'alcool, I'exposition prolongée a des agents chimiques ou I'héritage génétique.
(PLUMMER et al., 2016; INCA, 2020)

Toute le cycle de vie cellulaire est régulé par des génes, qui codent chacune
des protéines impliquées dans le cycle cellulaire. Dans le contrdle positif du cycle,
induisant ou stimulant la progression de celui-ci, il existe des proto-oncogénes, qui,
aprés mutation, deviendront des oncogénes, dont I'action permettra de gagner en
fonction a la cellule mutante. Dans le contréle négatif du cycle cellulaire se trouvent
les génes suppresseurs de tumeurs, qui agissent en bloquant ou en protégeant le
cycle, et les mutations dans ce groupe de génes se manifestent par leur manque
d’action contre la cellule oncogéne (Figure 8). Par conséquent, des mutations dans

ces genes peuvent conduire a la dérégulation de ce cycle (WARD, 2002).

Figure 8. Expression du géne proto-oncogéne et du géne suppresseur de tumeur dans les
cellules normales et les cellules cancéreuses.
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En plus des changements du cycle de vie, des changements dans les génes
qui contrélent la vie ou programment la mort cellulaire, tels que les génes de
réparation de '’ADN et les génes impliqués dans le processus d’apoptose (un
processus qui permet d’éliminer rapidement les cellules inutiles ou dangereuses pour
le corps) peuvent se produire. Résistant a I'apoptose, de nombreuses tumeurs
survivent et se développent, avec pour résultat, s’accumulent dans le corps et
utilisent 'oxygéne et les nutriments des cellules saines (LIVINGSTON, 2001).

by

Lorsqu’elles se divisent rapidement, ces cellules ont tendance a étre tres
agressives et incontrélables, déterminant la formation de tumeurs, qui peuvent
migrer dans la circulation sanguine ou les ganglions lymphatiques et s’installer dans
d’autres organes, remplacant les tissus sains par la tumeur. Ce processus de
dissémination du cancer est appelé métastase (FARES et al. , 2020).

Les différents types de cancer correspondent aux différents types de cellules
dans le corps. Lorsqu’ils prennent naissance dans les tissus épithéliaux, tels que la

peau ou les muqueuses, ils sont appelés carcinomes. Si le point de départ sont des
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tissus conjonctifs, tels que les os, les muscles ou le cartilage, ils sont appelés
sarcomes (SMITH; DUEBER; ALLISON, 2020).

Selon I'Organisation mondiale de la santé, le cancer est la deuxieme maladie
la plus mortelle au monde. En 2020, il y a eu plus de 19 millions de nouveaux cas et
9,95 millions de déces, le type de cancer du poumon le plus meurtrier, avec plus de
1,79 million de décés a tous les ages et chez les deux sexes (IARC, 2020). Le
cancer du poumon est le plus mortel parmi les foyers, chez les femmes, le cancer du
sein est le plus fréquent. les cing types de cancer les plus courants qui tuent les
hommes sont, par ordre de fréquence, le cancer du poumon, le cancer de I'estomac,
le cancer du foie, le cancer colorectal et le cancer de I'cesophage. Les cinq cancers
les plus courants qui tuent les femmes sont, par ordre de fréquence, le cancer du
sein, le cancer du poumon, le cancer de I'estomac, le cancer colorectal et le cancer
du col de l'utérus (IARC, 2020; OMS, 2018).

Au Brésil, le cancer est également la deuxiéme maladie la plus mortelle, avec
plus de 600 000 cas et plus de 224 000 déceés en 2020. Le cancer du sein était le
plus répandu en 2020 et en 2018 chez les femmes, tandis que le cancer de la
prostate était le plus répandu en 2020, avec la trachée, les bronches et les poumons
en 2018 (INCA, 2020).

Le traitement du cancer est effectué selon trois modalités principales: la
chimiothérapie, la radiothérapie et la chirurgie. Le choix dépend de la susceptibilité
des tumeurs a chacune des modalités thérapeutiques et de la meilleure séquence de
leur administration, et peut étre administré ensemble. Actuellement, il existe peu de
néoplasmes malins traités avec une seule de ces modalités (BRACCI et al., 2013).

La chimiothérapie utilise des médicaments appelés médicaments
antinéoplasiques, administrés a intervalles réguliers, qui varient selon les schémas
thérapeutiques. Cependant, ces agents peuvent avoir un impact non seulement sur
les cellules tumorales, mais aussi sur les cellules hétes normales et, par conséquent,
sur leur systéme immunitaire (BRACCI et al., 2013) (SWIFT; GOLSTEYN, 2014).

Trois familles différentes de médicaments antinéoplasiques conventionnels
peuvent étre distinguées en fonction de leur action sur TADN (GUICHARD et al.,
2017) (NUSSBAUMER et al., 2011) (Figure 9) :

1) Molécules qui agissent sur la synthése de 'ADN (antimétabolites);
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2) Molécules a action directe sur 'ADN (agents alkylants, agents de

réticulation, agents d’intercalation et inhibiteurs de la topoisomérase);

3) Molécules ayant une action sur la mitose (agents antitubulines).

Figure 9. Certains antinéoplasiques selon leur fonction pharmacologique dans la cellule.
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2.4 .|Isoxazoles (isoxazole et ses dérivés)

paclitaxel

Les isoxazoles sont des composés hétérocycliques de cing membres, qui

jouent un réle important dans le domaine de la chimie médicinale. lls ont trois atomes

de carbone et un atome d’oxygéne vicinal a un autre d’azote, et peuvent étre classés

comme isoxazoline, isoxazoline et isoxadiazolidine, en fonction de l'insaturation

présente dans le cycle. Lorsqu’il est hétérocycle aromatique insaturée, il est appelé

isoxazole (a) , étant partiellement saturé, les analogues sont appelés isoxazolines (b-

d) et complétement I'analogue saturé est I'isoxazolidine (e) (Figure 10)(CHIKKULA;

S., 2017).
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Figure 10. Structure de base de I'isoxazole, des isoxazolines et de I'isoxazolidine
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Source: L’'auteur

Les noyaux d'intérét de ce travail, I'isoxazole et la A%-isoxazoline, sont mis en
evidence sur leurs activités pharmacologiques, étant présents dans la nature,
comme dans le cas de l'antibiotique antituberculeux et de I'antilépra cyclosérine 12
(DESJARDINS et al., 2016), les stérols tels que le danazol 13 (MCKINNEY et al.,
2013) et muscimol 14 isolé d’Amanita muscaria (MICHELOT; MELENDEZ-HOWELL,
2003). lls peuvent étre obtenus synthétiquement par des réactions de cycle et de
cycloaddition, qui sont a l'origine de composés ayant une activité anti-inflammatoire
(BANOGLU et al., 2016), immunosuppressive (ZIMECKI et al, 2018),
antimicrobienne et antioxydante (SHAIK et al., 2020). En outre, ce noyau est présent
dans des médicaments tels que les antibiotiques sulfaméthoxazole 15 et oxacilline
16, la rispéridone 17 antipsychotique, l'inhibiteur sélectif de la COX-2, le valdécoxib
18 et [lacivicine 19, qui a une activité antitumorale et leishmanicide (Figure
11)(AGRAWAL; MISHRA, 2018).

Figure 11. Médicaments commerciaux contenant le noyau isoxazole (bleu), isoxazoline
(rouge) et isoxazolidine (vert).
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Source: L’auteur

2.4 1.Isoxazole

Dans un travail réalisé par Trefzger et al. (2019), une série d’isoxazoles
nitrofuranes a été synthétisée avec de bons rendements et a testé son activité
leishmanicide, qui a montré que les composés remplacés par le chloroalkyle étaient
actifs pour les formes promastigote et amastigote, soulignant I'activité du composé
22 auquel il présentait Clso = 0,6 uM et IS = 5,2 contre les formes amastigote. Dans
la série alkyle, le composé 22b se distingue par Clso de 8,5 uM et IS de 8,0 pour les
formes amastigote (Schéma 2)(TREFZGER et al., 2019).

Schéma 2. Synthése des isoxazoles nitrofuranes 22a-b

CuSO4.5H2Q
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Dans ce travail, une activité antifongique a également été évaluée, dans
laquelle le composé 22b était actif contre toutes les souches de candida testées,
avec une concentration minimale inhibitrice (CMI) pour C. krusei et C. glabrata de
35,5 uM et 17,5 uM, respectivement, inférieure a celle du fluconazole.

Dans une étude d’évaluation antitumorale, des séries d’isoxazoles et de A?-
isoxazolines liés a la structure de la saccharine (Figure 12), ont présenté une
puissante activité inhibitrice des anhydrases carboniques humaines (hCA), sélective
contre les hCA IX et Xll (protéines membranaires surexprimées dans I'hypoxie
tumorale et hCA IX absentes dans les tissus sains). Dans cette étude, les structures
23a et 23b étaient les inhibiteurs les plus puissants des hCA IX et XIl a des
concentrations nanomolaires et ne présentaient pas d’effet cytotoxique allant jusqu’a
200 uM dans les fibroblastes humains (D’ASCENZIO et al., 2020).

Figure 12. Série d’isoxazoles et d’'isoxazolines AZ-antitumorales liées a la structure de la
saccharine.
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Le composé 23b a agi comme chimiosensibilisant en association avec des
doses subtoxiques de doxorubicine dans le test in vitro contre la lignée cellulaire
MCF-7 du cancer du sein, qui est un complément a I'activité antitumorale, compte
tenu de la cardiotoxicité élevée de la doxorubicine a des niveaux thérapeutiques
(D’ASCENZIO et al., 2020).

L’activité leishmanicide d’'une série de dérivés 3-nitro et 3-amino-isoxazole a
eté réalisée par Mukhopadhyay et al. (2020), in vitro et in vivo, contre les
protozoaires leishmania donovani. Les dérivés clairsemés 24a-q du 3-nitroisoxazole
ont été obtenus par cyclisation des acétates de Morita-Baylis-Hillman (MBH)
remplacés en présence de NaNO: et diodo moléculaire, tandis que les 3-
aminoisoxazolols 25a-j ont été obtenus par condensation avec des amines
remplacées (Schéma 3)(MUKHOPADHYAY et al., 2020).
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Schéma 3. Synthése de dérivés 3-nitroisoxazoles et isoxazole 3-aminés.
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Dans le test in vitro, les 3-nitroisoxazoles présentaient principalement un Clso
compris entre 0,34 uM et 2,72 uM, contre la forme promastigote, étant équipotents
ou meilleurs que celui du médicament de référence testé, la miltéfosine (Clso = 2,52
MM). Le composé 25m (R = 6-NO2-3,4-OCH20-CgHz) présentait un IS = 6,51, une
valeur supérieure a celle de la miltéfosine (IS = 5,76), qui a été soumise a I'essai in
vivo et présentait un pourcentage de croissance de 48% a 66% d’inhibition de la
charge parasitaire, aprés le 7° jour pour le 28° jour de traitement oral. Parmi les 3-
aminoisoxazoles, les 27f (R = 6-NO2-3,4-OCH20-CsH2; R1 = CH2-(4-tBu-CeHs) a
présenté un IS = 14 pour le test in vitro et un pourcentage d’inhibition de 12,7%
aprés 28 jours de le traitement (Figure 13)(MUKHOPADHYAY et al., 2020).

Figure 13. Structures chimiques de dérivés de 3-nitro et 3-amino-isoxazole a activité
leishmanicide.

O/'\{ O/N
SO ey e
H
0
noCO2Me 0 No LOMe
25m 27

2.4.2 Isoxazoline

Dans une étude menée par Taia et al. (2020), une série de 1,2,3-triazole-A?-
isoxazolines 34 ont été synthétisées par cycloaddition 1,3-dipolaire et ont démontré
une activité antiproliférative contre différentes lignées cellulaires (TAIA et al., 2020).
Pour la synthése du systéme bi-hétérocyclique du 1,2,3-triazole-isoxazoline 32a-q,

I'alkyl-eugénol 28, obtenu par une réaction de O-alkylation de I'eugénol 29, a été
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soumis a une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire avec 30 azides substituée,
donnant naissance a des monocycles 31a-g . Celles-ci ont été soumises a d’autres
réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire, le dipble 4-chloro-benzaldoxime et la partie
alcéne terminale des monocycloaducts 31 comme dipolarophiles, en formant a des
bi-hétérocycliques de  1,2,3-triazole-A%-isoxazoline 34a-g. Les analyses
spectroscopiques par RMN NOESY et HMBC des composés 31 et 34 ont révélé une

régiosélivité dans leur formation (Schéma 4).

Schéma 4. Synthése du systéme bi-hétérocyclique du 1,2,3-triazole-isoxazoline 33a-q
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Les composés 31a-g et 34a-g ont été testés pour l'activité anticancéreuse in

vitro contre les lignées cellulaires du fibrosarcome HT-1080, du carcinome
pulmonaire A549 et du carcinome du sein MCF-7 et MDA-MB-231, ou la plupart des
molécules testées présentaient des effets inhibiteurs de croissance moyenne dans
toutes les lignées cellulaires cancéreuses avec des valeurs de Clso allant de 15 a 45
uM, étant le plus puissant le bis-hétérocycle 34a, avec un Clso = 15,31 uM devant la
lignée du fibrosarcome HT-1080, tandis que son précurseur monocycloate 31a
présentait une Clsp = 18,61 uM, présentant une augmentation de [lactivité
anticancéreuse pour cette lignée, suggérant un effet additif du noyau isoxazoline
(Figure 14).

Figure 14. Activité cytotoxique contre les cellules HT-1080 du composé 31a et de son
précurseur 34a.
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Une série d’hybrides tétrahydroquinoline-isoxazoline 37a-p (Schéma 5) a
également été synthétisée par réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire de N-allyl-
tétrahydroquinolones 35a-d et d’aldoximes respectifs 36a-d avec des rendements
modérés a bons (63-77%) (BERNAL et al., 2020).

Schéma 5. Tétrahydroquinoline-isoxazoline 37 hybrides.
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Pour I'évaluation in vitro de l'activité anticancéreuse, des lignées cellulaires
d’adénocarcinome du sein humain (MCF-7), de carcinome du foie humain (HepG2),
d’adénocarcinome pulmonaire humain (A549), de cancer du col de l'utérus (HelLa) et
de mélanome murin (B16F10) ont été utilisées. Les composés 37a (CCso = 11,37 uM,
IS = 5,1) et 37i (CCso = 21,95 pM, IS > 4,6)(Figure 15) ont montré les meilleures
activités anticancéreuses contre les cellules de mélanome murin (B16F10) avec une
sélectivité considérable. Le composé 37h a montré la meilleure activité
anticancéreuse dans les cellules cancéreuses du col de l'utérus (HelLa) (CCso =
10,21 uM, IS = 4,1), et était également Iégérement plus actif que I'oxaliplatine (CCso
=14,30 uM, IS = 3,60), médicament de référence.
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Figure 15. Structures chimiques des hybrides tétrahydroquinoléine-isoxazoline 37a, 35i et
37h et leurs valeurs CCso contre les cellules tumorales
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Les travaux rapportés par Rodrigues et al. (2013) a présenté une série de A%-
isoxazolines incorporant des fractions d’hydroxamate 42a-q, qui agissent comme
inhibiteurs efficaces de I'anhydrase carbonique (AC) du Trypanosoma cruzi (TCCA).

La synthése s’est produite par cycloaddition 1,3-dipolaire entre les acides
hydroxamiques 39a-g, comme dipble et I'acrylate d’éthyle 38 comme dipolophile,
formant I'ester isoxazoline 41a-g, qui, aprés étre resté en reflux avec I’hydroxylamine
pendant 24 h, a formé I'équivalent acide hydroxamique 42a-g (Schéma 6).
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Schéma 6. Synthése d’acides hydroxamiques 42a-g
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Les composés des séries 41 et 42 (Figure 16) ont été étudiés dans une
activité anti-trypanosome cytotoxique in vitro contre la forme épimastigote du
parasite T. cruzi., et le composé 41q présentait les meilleures valeurs de Clso contre
la forme épimastigote, a différentes concentrations du composé (valeurs de Clso de
7,0 a <1 uM). Lindice de sélectivité (IS) était de 6,7 et ne montrait aucune
cytotoxicité pour les cellules macrophages humaines. Les données préliminaires in
vivo ont montré que les données préliminaires ont montré que 42q peuvent atteindre
deux protéines importantes pour le cycle de vie du parasite: I'anhydrase a-
carbonique (TcCA) et les métalloprotéinases, entrainant une puissante inhibition de
la croissance in vivo et une diminution substantielle de la parasitémie chez les souris
infectées par T. cruzi. Tous les rats traités avec ce composé ont survécu, en plus
d’étre plus efficaces que le benznidazole, un médicament de référence utilisé dans
ce test (RODRIGUES et al., 2013).
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Figure 16. Structure chimique d'une hydroxamate-A?-isoxazoline 42g et valeurs de son
activité antitrypanosomique.
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2.5.Thiazole

Le thiazole (Figure 17), également appelé 1,3-thiazole, est un cycle
hétéroaromatique a cing membres contenant un atome de soufre et un atome
d’azote a la position 3 de ce cycle. C’est une structure plane et son aromaticité
provient de la relocalisation d’'une des paires d’électrons soufrés a travers le cycle
(RAM et al., 2019).

Figure 17. Représentation du thiazole
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Le cycle thiazole a une activité pharmacologique largement connue. D’origine
naturelle, la thiamine 43, également connue sous le nom de vitamine B1, qui a un
cycle thiazole attaché a la 2-méthylpyrimidine-4-amine sous forme de sel de
chlorhydrate. Plusieurs médicaments commerciaux contiennent ce noyau, peuvent
étre cités comme Thiazofurine 44 (antitumorale, antivirale), Ritonavir 45 (antivirale),
Nitazoxanide 46 (antiparasitaire, antivirale), Thiabendazole 47 (anthelminthique) et
Sulfathiazole 48 (antibactérien) (Figure 18) (RAM et al. , 2019; SOUZA, 2005).
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Figure 18. Médicaments commerciaux contenant le noyau thiazole.
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Une série de bis-thiazoles 54a-c a été synthétisée par condensation du dérivé

de bis-thiosemicarbazone 52 avec des dérivés halogénés 53a-c (Schéma 7),
(ALTHAGAFI et al. , 2018). Dans cette synthése, la bis-indoline-2,3-dione 50 a été
préparée par traitement a lisatine 49 avec du 1,3-dibromopropane dans du
diméthylformamide avec agitation a température ambiante en présence d’une
quantité catalytique de carbonate de potassium. Afin d’explorer I'utilité de la bis-
indoline-2,3-dione 50 dans la synthése du scaffold, elle a été condensée avec du
thiosemicarbazide 51 dans de I'éthanol en présence d’'une quantité catalytique de
HCI sous reflux pendant 6 h. Ces conditions ont conduit a la bis-thiosemicarbazone
52 correspondante avec un rendement de 85%. Les dérivés cibles 54a-c ont été
synthétisés dans une réaction one pot du bis-thiosemicarbazide 52 avec les dérivés
chlorés 53a-c en présence de triéthylamine (Schéma 7). Les dérivés du thiazole 54a-

c ont été obtenus avec des rendements élevés (ALTHAGAFI et al., 2018).
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Schéma 7. Synthése des bis-thiazoles 54
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De plus, l'activité cytotoxique des dérivés produits a été retracée contre la
lignée cellulaire MCF-7 (cellule cancéreuse du sein). L'activité antitumorale des
composeés 50, 52, 54a-c (Figure 19) a été évaluée in vitro, ou les composés 52 et
54a ont limpact significatif le plus élevé de Clsg 0,0028 pM et 0,0047 uM,
respectivement, présentant une puissance plus élevée par rapport au médicament
de référence (doxorubicine Clsp = 1,2001 pM), en plus de mettre en évidence la
fonction du groupe tiossemicarbazone dans la molécule. De méme, les observations
recueillies a 54b et 54c ont montré une activité anticancéreuse modérée mais
acceptable a 2,38 uM et 2,10 yM, respectivement (ALTHAGAFI et al., 2018).

Figure 19. Structures chimiques des bis-thiazoles 52, 54a et leurs valeurs par rapport a
I'activité cytotoxique, contre la lignée MCF-7.
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Dans une étude récente de Oliveira et al. (2020), les thiazolopyridines ont été
soumises a une évaluation leishmanicide contre Leishmania infantum (OLIVEIRA et
al., 2020). La synthése de la 2-pyridylsemicarbazone 56 se produit par condensation
de la 2-acétylpyridine 55 avec la thiosemicarbazide 51, qui, a I'étape suivante, réagit
avec les 2-bromoacétophénones 57a-e, formant ainsi des dérivés thiazoles avec

I'espaceur hydrazone 58a-e (Schéma 8).

Schéma 8. Synthése des dérivés thiazoles 58

0 51 CHs;
thiosemicarbazide X N~ \ﬂ/

_N 2-propanol, =N S
AcOH,))), ta, 2h

57a-e
2-bromoacétophénones| 2-propanol,
substituées CaC0y,))), ta, 1h

y

CH |,

X .N_ _S
N N
Ve
—

Ar
58a-e

Les résultats de l'activité leishmanicide in vitro étaient prometteurs pour les
composés 58a (Clso = 3,57 uM ; IS = 12,73) , 58b (Clso = 3,12 uM ; IS = 18,94) et
58d (Clso = 4,44 uM; IS = 7,79), devant la forme promastigote, et ceux-ci sont
sélectionnés pour étre testés par rapport a la forme amastigote, présentant les
résultats suivants 58a (Clso = 0,99 uM ; IS = 46,10) , 58b (Clso = 0,43 uM ; IS =
137,37) et 58d (Clso = 0,59 uM ; IS = 59,05). Dans cette étude, les formes de cellules
promastigotes ont été analysées par microscopie électronique a balayage (MEB), et
lorsqu’elles étaient en contact avec le composé 58b a la concentration de Clso, elles
présentaient une perte de volume cellulaire avec un plissement intense de la
membrane cellulaire, avec I'absence de débris cellulaires ou de dommages
apparents a la membrane, suggérant une mort par apoptose (OLIVEIRA et al., 2020)
(Figure 20).



235

Figure 20. Structures chimiques des dérivés de thiazoles a espacement hydrazone 58a, 58b
et 58d avec les valeurs IS pour l'activité leishmanicide.
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2.6.Hydrazone et hydrazides

Les hydrazones et les hydrazides (Figure 21) constituent une classe
importante de composés contenant le groupe azométine (-—NH-N=CH-) (POPIOIEK
et al., 2016). Elles agissent comme des espaceurs et ces fonctions ont été mises en
évidence comme des fonctions clés dans plusieurs agents bioactifs, dans différentes
applications pharmaceutiques et rendant possible la synthése de différents scaffolds
hétérocycliques. Les hydrazones sont obtenues par condensation des hydrazines
avec des cétones ou des aldéhydes, et lorsqu’elles sont avec des esters, elles
forment des hydrazides (MOHAREB et al., 2010).

Figure 21. Représentation des groupes hydrazone et hydrazide

R4 R3 O R3
SN A
R5 N R4 R4 l}l R4

Rz
Hydrazone Hydrazide

Source: L’'auteur

Les hydrazones et les hydrazides ont présenté des propriétés
pharmacologiques telles que les analgésiques, les antifongiques, les antibactériens,
les antiviraux, les anti-inflammatoires, les anticancéreux et les leishmanicides (AMIM
et al., 2015; BARMAN et al., 2014; LINDGREN et al., 2014; RAJ et al., 2007; WANG

et al., 2017). En outre, des médicaments tels que les antimicrobiens nitrofurazone 59,
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furazolidone 60, nitrofurantoine 61 et isoniazide 62, ainsi que le vaisseau dilatateur
hydralazine 63 et le carbazocrome hémostatique 64 (Figure 22) sont connus pour
contenir I'hydrazide-hydrazone (POPIOIEK et al., 2016 ; THOTA et al., 2018).

Figure 22. Médicaments commerciaux contenant des groupes hydrazone et hydrazide.
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Source: L’'auteur

Une étude de Han et al. (2019) a évalué l'activité anticancéreuse d’une
nouvelle série de 1,2,4-triazoles 68a-m dérivés du (S)-naproxéne, contenant des
parties d’hydrazide-hydrazone, synthétisées dans cette étude. (HAN et al. , 2019).
Dans cette étude, le naproxéne 65 a été choisi parce qu'il inhibait la phosphorylation
de la protéine kinase B (Akt) et induisait I'apoptose dans les cancers de la vessie
chez le rat. (KIM et al., 2013). La partie carboxylique du naproxene 65 a été modulée
pour obtenir le 1,2,4-triazole, qui étant estérifié¢ 66, a généré le composé avec
I'hydrazide partie_67 par la réaction d’hydrate d’hydrazine. Le composé final avec
I'hydrazide-hydrazone 68a-m a ensuite été obtenu par la réaction avec des

benzaldéhydes commerciaux (Schéma 9).
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Schéma 9. Synthése de composés 1,2,4-triazole contenant ’hydrazone-hydrazide 68
dérivés du naproxéne 65.
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(i): CH3OH/H2SOs4, (ii) NH2NH.. H20/C2Hs0H, (iii) 4-F-CeHs-NCS/n-butanol, (iv) 4N NaOH, (v)
BrCH.COOC:Hs, KoCOs, acétone, (vi) NH2NH2.H.O/EtOH, (vii) EtOH/glacial CH3COOH/Ar-
CHO.

Tous les composés synthétisés ont été examinés pour [Iactivité
anticancéreuse contre trois lignées de cellules cancéreuses de la prostate (PC3, DU-
145 et LNCaP) par la méthode colorimétrique MTT. Le composé 68a a montré la
meilleure activité contre la lignée cellulaire PC3 avec des valeurs de Clso de 26,0 uM,
étant meilleure que le cisplatine (Clsp = 39,9 uM). Pour la ligne DU-145, le composé
68m présentait une meilleure activité, Clso = 31,6 yM, tandis que pour la lignée
LNCaP, le composé_68d présentait une meilleure activité anticancéreuse avec Clso
de 44,0 uM. Des études in vivo ont montré que le composé 68a peut étre prometteur

pour le traitement du cancer de la prostate. (Figure 23)
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Figure 23. Structures chimiques des dérivés du (S)-naproxéne 68a, 68m et 68d contenant
des portions d'hydrazide-hydrazone et valeurs de Clso respectives.
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Les travaux d’Althagafi et al. (2018), précédemment présenté, a également
testé une activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses du sein (MCF-7) des
composes bis-indoline-2,3-dionys 51 et ses produits bis-indoline-2-ona-3-hydrazone
69 et bis-indoline-2-one-ona-3-hydrazide 70, obtenus a partir des réactions avec
I'hydrarazide et le bézohydrazide, respectivement (Schéma 10). Dans ce test in vitro,
il a été possible de vérifier une activité cytotoxique des composés_51 (Clso = 0,0289
MM) et 69 (Clso = 0,0113 pM), supérieure au médicament de référence utilisé, la
doxorubicine (Clsp = 1,2001 uM) et une faible activité du composé 70 (Clso = 25 000
MM), et il peut étre vérifié que la présence de la partie hydrazone génére un effet
additif sur I'activité cytotoxique (ALTHAGAFI et al., 2018).
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Schéma 10. Synthése de bis-indoline-2-one-3-hydrazone 69 et de bis-indoline-2-ona-3-
hydrazide 70.
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Les dérivés de thiochroman-4-one acyl hydrazone ont vu leur activité
leishmanicide confirmée dans les travaux de Vargas et al. (2017). Dans cette étude,
18 dérivés de thiochroman-4-one acyl hydrazones ont été évalués pour leur activité
antileishmaniose in vitro, leurs formes d’amastigote intracellulaire de Leishmania
panamensis et leur activité cytotoxique contre les monocytes humains (U-937 ATCC
CRL-1593.2). (VARGAS et al. , 2017)

La synthése de thiochroman-4-ones a été réalisée par addition de thiophénol
ou de 4-fluorothiophénol 71 avec des acides carboxyliques a, B-insaturés 72 (acide
acrylique, crotonique ou cinnamique). Les acides carboxyliques 73 obtenus ont subi
une réaction de cyclisation aprés traitement a I'acide sulfurique ou aux méthaniens
sulfoniques, générant du thiochroman-4-one 74. Les cétones résultantes ont été
condensées avec de l'acylhydrazide (hydrazide benzoique, isonicotine-hydrazide,
semi-carbazide ou thiosemicarbazide), fournissant les hydrazones acyl souhaitées
75 avec des rendements compris entre 38 et 85% (Schéma 11)(VARGAS et al.,
2017).
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Schéma 11. La synthése de thiochroman-4-ones acylhydrazides.
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Les résultats montrent que I'insertion des acyl hydrazones ou thiochroman-4-
ones augmente significativement I'activité antileishmania. Parmi les composés testés,
les dérivés semi-carbazone et thiosemicarbazone de thioflavone 75n et 750
présentaient les activités antileishmania les plus élevées, avec des valeurs ECso de
5,4 et 5,1 uyM et de faibles cytotoxicités (CCso = 100,2 et 50,1 pM, respectivement),
entrainant des indices de sélectivité plus élevés (IS = 18,6 et 9,8, respectivement)
(Figure 24)(VARGAS et al. , 2017).

Figure 24. Acyl-hydrazones avec activité antileishmania.
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3.CHAPITRE 1 - Partie chimique - Série A%-isoxazoline aza-bicyclique

3.1.0Dbjectifs

3.1.1.0bjectif général

Synthése et identification de nouveaux dérivés hybrides A%-isoxazoline aza-

bicyclique/thiazole, contenant hydrazone comme espaceur.

3.1.2.0bjectifs spécifiques

g- Synthése de deux séries de nouveaux hybrides isoxazolin aza-

bicyclique/tiazol, contenant de I'hydrazone comme espaceur 4.

h- Purification et détermination des propriétés physico-chimiques des nouvelles

molécules hybrides 4

i- Elucidation structurale des nouvelles molécules hybrides 4 pour le
spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN 'H et 3C), en

infrarouge et en masses.



242

3.2. Stratégie Synthétique
3.2.1.Partie chimique

3.2.1.1.Rétrosynthése

La synthése proposée a été initialement divisée en deux voies de réaction
distinctes pour obtenir les deux séries hybrides. Cependant, en raison de difficultés
réactionnelles avec la deuxiéme voie, aprenas a avec lI'espaceur hydrazone se
concentrera sur ce travail. La retosynthése proposée est le composé synthétique
initial isisoxazolin aza-bicyclique 80, qui peut étre obitié en ajoutant de 'oxyde de N-
nitrile 8 a la double liaison du systéme endocyclique d’enamide 79, qui sera obtenu
en remplacant les chlorures de benzoyle remplacés par de la pyrroline, obtenus a
partir de pyrolidine, obtenus a partir de pyrolidine, obtenus a partir de pyrolidine,
obtenus a partir de pyrolidine, obtenus a partir de pyrolidines 76. La cyclisation des
tiossemicarbazones 83, dérivée de la condensation d’'un aldéhyde d’isoxazoline 82,
génere l'hybride final 4 avec espaceur d’hydrazone, et l'aldéhyde obtenu par

oxydation du ester 80 (Schéma 12).

Schéma 12. Rétrosynthése proposée pour I'isoxazoline/thiazole.
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3.2.1.2.Voie synthétique

3.2.1.2.1.Synthése commune pour les deux séries - Dérivés intermédiaires contenant
le noyau d’isoxazoline aza-bicyclique

La voie synthétique commune consistait a obtenir la synthése de
I'isoxazoline aza-bicyclique 80, qui commence par la production de pyrolyle trimer
78, a partir d'une oxydation de pyrolyline 76 (schéma 13). L’étape suivante est une
réaction de détrimérisation formant le monomére pyrroline 77 suivie d’'une réaction
de conjugaison avec I'oxyde de N-nitrile (CEFNO) 8 généré in situ, a partir de son
précurseur chloroxymidoacétate d’éthyle 7 pour finalement obtenir I'isoxazoline
aza-bicyclique 80 (ALMEIDA et al., 2009; REIS et al., 2011).

Schéma 13. Synthése de la série développée au Brésil, molécule aza-bicyclique
d’isoxazoline 80 pour la cycloaddition.

{ \ Cl_cOEt FOE Oy OEt
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a) NaxS204, AgNO3, NaOH, H20, 1h, 0 °C aprés 3h, ta.; b) Chlorures de benzoyle
substitués, TEA, THF, 2 h,))), 60 °C; c) Acétate d’éthyle de 2-chloro-2-(hydroxyinium), TEA,
THF, 30 min, t.a.

3.2.1.2.2.Synthése d’hybrides isoxazoline aza-bicyclique/thiazoles, présentant
I'hydrazone comme groupe d’espacement

L’ester formé a I'isoxazoline 80 a été réduit en alcool 81, en utilisant 'agent
réducteur NaBH4 et 'oxydation ultérieure pour I'aldéhyde 82 par réaction de Swern,
car l'oxydation directe de l'ester d’isoxazoline 80 pour l'aldéhyde 82 n’a pas été
obtenue correctement, générant une fonction d’acide carboxylique ou ne réagissant
pas (schéma 14). La tiossemicarbazone 83 a été formée par condensation

d’aldéhydes isoxazoline 82 par du thiosemicarbazide. Ensuite, les 2-bromo-
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acétophénones ont réagi avec la thiosemicarbazone 83, générant les hybrides de la

série 4.

Schéma 14. Obtention des hybrides de dérivés aza-bicycliques du 2-isoxazoline/thiazole
avec espaceur hydrazone 4
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d) NaBH4, EtOH, 1h, 0 °C aprés 1h, t.a.; e) DMSO, (COCI),, CH>Cl>, TEA, 30 min, -70 °C ou
MnO: activé, CH2xCl,, 1-4 h, t.a.; f) thiosemicarbazide, EtOH, HCI, 2 h, 80 °C.; g) 2-brome-
acétophénones, EtOH, HCI, 2 h, t.a.

3.3.Résultats et discussion

3.3.1.Synthése du trimére A'-pyrroline 78

La A'-pyrroline 77 a été obtenue par oxydation catalytique de la pyrrolidine 76,
par persulfate de sodium et nitrate d’argent comme catalyseur, et par réaction a 0 °C
et en milieu basique. En raison de sa réactivité élevée, le monomeére trimérise dans
le milieu réactionnel, obtenant son trimére respectif. Dans notre groupe de recherche,
une amélioration du rendement a été vérifiée par une agitation vigoureuse du milieu

réactionnel (Schéma 15).

Schéma 15. Synthése du trimére de la 1-pyrroline 78.
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Comme mentionné ci-dessus, le trimére de A'-pyrroline 78 est une structure

plus stable, se formant a température ambiante, mais en fournissant de I'énergie
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thermique au composé, A'-pyrroline 77 peut étre obtenu a nouveau. La réactivité
de A'-pyrroline 77 est due a la présence de la double liaison polarisée et de la
paire d’électrons libres de I'atome d’azote, ce qui génére une grande instabilité et

la formation conséquente du trimére 78 comme observé dans le schéma 16.

Schéma 16. Trimérisation de A'-pyrroline 77: formation du trimer 78 a température ambiante.

3.3.2.Synthése des enamides 79

Pour la formation d’inamides endocycliques 79a-e, une solution de d 1-
pyrroline 78 trimer (brut) dans le THF et le TEA a été soumise a la sonication et au
chauffage pendant 30 minutes (Schéma 17). Le processus de sonication et de
chauffage favorise la formation du monomeére 1-pyrroline7, en déséminérisant le

trimer 78 respectif.

Schéma 17. Synthése d’enamides endocycliques 79a-e

@) Cl @

N
_TEA THF _ + TEA, THF
Q R . S
), 60 °C, 30 min. N | )), 60 °C
\/
R1 R1
77 79a-e

Dans des études antérieures dans notre groupe de recherche (DOS SANTOS,
2003), il a été possible de détecter que 'augmentation du temps de cette étape
n’entrainait pas de changement de rendement, ce qui conduit a supposer que la

déstrimérisation du trimére_78 atteint I'équilibre chimique avec le monomére 77. Il a
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également été observé que les TEA sont importants pour prévenir une dégradation
du monomeére A’-pyrroline 77 (Schéma 18).

La deuxiéeme étape consiste en l'ajout lent de chlorure de benzoyle p-
substituée, encore sous sonication et chauffage. La réaction a été accompagnée
pour CCM, finalisé en observant la consommation totale de chlorure de benzoyle p-
substitué (Schéma 18).

Schéma 18. Mécanisme réactionnel de formation de N-acyl-2-enamides 79.
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La purification a été réalisée par chromatographie sur colonne, sans extraction
du sous-produit formé, le chlorure de triéthylammonium, car les tentatives
précédentes avec de I'eau et de I'acétate d’éthyle ont provoqué la dégradation des
enamides. (De ARAUJO, 2019)

Les différents substituants mentionnés, les électro-attracteurs et les électro-
rétracteurs, ont favorisé des rendements différents pour les enamides 79 formés,

allant de 16 a 88%, comme le montre le Tableau 1.

Tableau 1. Rendements des enamides 79a-f synthétisés.
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Enamide R Rendement (%)
79a p-Cl 44
79b p-Me 35
79¢c p-NO2 8
79d p-F 30
79¢ p-tBu 27
79f p-OMe 16

3.3.3.Synthése du chlorhydrate de glycine estérifié 85.

L’acide aminé glycine est solubilisé dans un milieu éthanolique, sous agitation
et chauffage, et converti en sa forme zwitterion, en raison de I'abstraction de
I'hydrogéne carboxyle par 'amine primaire de I'ion dipolaire (schéma 19). Ensuite, il
y a l'attaque nucléophile de l'ion dipolaire carboxylato sur le soufre électrophile du
chlorure de thionyle (SOCI2), formant un intermédiaire, qui dans son réarrangement

élimine l'ion chlorure.

Schéma 19. Synthése de chlorhydrate de glycine estérifié 85

o (@)
)J\/ SOCl, )J\/NJrH Cl_
NH, N 3
HO EtOH o
84 98% 85

Le carbonyle de lintermédiaire formé subit I'attaque nucléophile de l'anion
chlorure, formant du chlorure d’acyle, du dioxyde de soufre et libérant un autre ion
chlorure dans le milieu réactionnel.

Le chlorure d’acyle généré subit I'attaque nucléophile de I'éthanol sur son
carbonyle, formant ainsi le sel de chlorure de glycine estérifié 85. (Schéma 20)

Le rendement de cette réaction était de 98%.
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Schéma 20. Mécanisme de synthése du chlorhydrate de glycine estérifié 85.
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3.3.4.Synthése du chlorooxymidoacétate d’éthyle 7, précurseur de I'oxyde de N-
nitrile - CEFNO_8.

Grace a la glycine ester 85, le chlorooxymidoacétate d’éthyle 7, précurseur du
CEFNO 8, obtenu in situ dans la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire a pu étre
obtenu. Sa synthése s’est faite par oxydation du chlorhydrate de glycine estérifié 85,
ayant comme agent oxydant du nitrite de sodium (NaNO), en milieu acide (HCI)
(Schéma 21).
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Schéma 21. Synthése du chlorooxymidoacétate d’éthyle 7, précurseur de I'oxyde de N-nitrile
- CEFNO 8.
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Le précurseur de l'oxyde de N-nitrle a une bonne stabilité, il a donc été
synthétisé en plusieurs grammes et stocké pendant une longue période. Sa
purification a été réalisée par recristallisation dans de I'hexane refroidi. Le rendement
de cette réaction était de 39%, la plage de fusion (69 - 71 °C) a été vérifiee pour

confirmer la formation du produit.

3.3.5.Synthése racémique des cycloaducs isoxazoliniques rac-80

Cette synthése est une étape clé en raison de la formation du groupe
pharmacophorique, le noyau de la 2-isoxazoline, et cet intermédiaire est nécessaire
au développement de différentes séries ayant des activités biologiques potentielles
(Schéma 22).

Schéma 22. Synthése des isoxazolines aza-bicyclique rac-80a-f.
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Pour la formation du noyau isoxazolinique aza-bicyclique, une cycloaddition

dipolaire a été réalisée entre les inamides endocycliques rac-80a-f et 'oxyde de N-
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nitrile (CEFNO) 8, générés in situ, a partir de chlorooxymydoacétate d’éthyle 8 et de
triéthylamine (TEA).

Dans cette cycloaddition, la enamide se comporte comme le dipolarophile et
interagit avec le dipdle N-nitrile oxyde, générant le noyau 2-isoxazoline aza-bicicle et
TEA agit comme une base, déprotonant le précurseur, ethyl chlorooxymydoacetate 7.
La solution précurseur a été lentement ajoutée a une solution d’énamide 79 a
température ambiante, conditions importantes pour favoriser la formation du
cycloaduc, car elles ont diminué la formation de dimére 86 de CEFNO 8 (figure 25).

Malgré cela, le précurseur et la TEA sont ajoutés en excés, car la dimérisation
se produit facilement, en raison de la réactivitt de CEFNO 8, étant détecté ce
phénomeéne dans les rapports de la littérature. (CECCHI; SARLO; MACHETTI, 2005)

Figure 25. Formation de le dimére du nitrile N-oxyde 8 représentée par la théorie des
Orbitales Moléculaires Frontiéres (OMF)
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Au contact de la base TEA, la déprotonation de I'oxime se produit rapidement,
a rétablir la paire d’électrons a I'oxygéne, ce qui génére un composé avec une
charge négative instable. Comme le chlore est un bon groupe de sortie, il est expulsé
de la molécule par la formation de la deuxiéme liaison pi entre 'azote et le carbone
sp?, générant une charge globale négative a la molécule, la rendant neutre et stable
(Schéma 23).



Schéma 23. Mécanisme de formation des oxydes de N-nitrile 8.
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Chaque réaction a été accompagnée dune CCM,
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la formation

d’isoxazolinique 80 et de dimer 86 a été vérifiée. Les rendements figurent dans le

Tableau 2.

Tableau 2. Rendements des cyclo-adduits synthétisés.

CO,Et
N
/
0
N
o X
X
R
Cycloaduct R1 Rendement (%)
rac-80a p-Cl 89
rac-80b p-Me 93
rac-80c p-NO2 70
rac-80d p-F 83
rac-80e p-tBu 58
rac-80f p-OMe 57

La réaction de cycloaddition a ce stade est régie par la Théorie des Orbitales

Moléculaires Frontieres (OMF) et en raison des caractéristiques électroniques du

dipble (oxyde de N-nitrile) et du dipolophile (enamide), le mécanisme le plus

probable est le mécanisme non concerté, car c’est le mécanisme de réaction qui ne
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se produit pas en une seule phase, passant par intermédiaire (Figure 26)(SANTOS,
2003).

Figure 26. Mécanisme de cycloaddition 1,3-dipolaire proposé entre enamides ou
enecarbamates endocycliques et nitrile N-oxyde CEFNO.
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Fonte: De Araujo, 2019

Le mécanisme spécifique de cette cycloaddition a été proposé par Dos Santos
(2003). Ou, en raison de la linéarité, nitrile N-oxyde, généré par I'hybridation sp dans
'atome de carbone et la polarisation de la double liaison de [I'enamide
(dipolarophilus), 'une des liaisons sigma (non concertées) doit se produire, formant
I'intermédiaire, le N-acyl-inium. Avec le changement d’hybridation (de sp a sp?), il est
possible d’approcher I'oxygéne en carbone pyrrolidine (déficient en électrons),
formant ainsi la deuxiéme liaison sigma et la formation conséquente d’isoxazoline
aza-bicyclique (SANTOS, 2003).

Des calculs d’études cinétiques sont nécessaires pour la confirmation du
mécanisme, mais s’il est concerté, il doit étre désynchronisé en raison des

caractéristiques mentionnées ci-dessus.
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3.3.6.Synthése de l'alcool rac-81

Pour la formation de I'hybride isoxazoline/thiazole a fonction hydrazone, nous
favoriserions une réduction directe de la fonction ester en C3 en aldéhyde rac-82,

générant un carbonyle sensible a I'attaque nucléophile de thiosemicarbazone.

Schéma 24. Synthése de 'alcool isoxazoline rac-81.
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Cependant, dans des études antérieures du groupe de recherche, il a été
vérifié expérimentalement que la tentative de réduire la fonction de I'ester C3 pour la
fonction aldéhyde en utilisant DIBAL-H ou superhydrure [(EtsAlIH)Li], réducteurs
légers, était inefficace, restant intact les esters isoxazoliniques (REIS, 2011).
L’utilisation d’un réducteur plus puissant, tel que LiAlH4, ne serait pas idéale pour
réduire également la fonction amide (provenant initialement des enamides).
(schéma 24)

Pour résoudre ce probleme, la réduction de cet estter a son alcool respectif a
eté réalisée, a l'aide du taux de réduction NaBH4, pour une oxydation légére

ultérieure en aldéhyde rac-82, selon la méthodologie analogue développée pour les

isoxazolines (SANTOS, 2003) et les résultats dans la littérature permettant une
séquence dans la voie synthétique pour obtenir I'hybride isoxazoline/thiazole 4. Lors
de la réduction de l'ester éthylique rac-80a-f, 'apparition de la formation d’ester
méthylique a pu étre vérifiée. En raison de la transestérification et de la qualité du
borohydrate, également influencée par le temps de stockage, il est nécessaire
d’ajouter un exces de l'agent réducteur. Les sycoses isoxazoliniques respectives

rac-81a-f sont formées avec de bons rendements, comme le montre le tableau 3.
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Tableau 3. Rendements de l'alcools synthétisés

Alcools R1 Rendement (%)
rac-81a p-Cl 96
rac-81b p-Me 89
rac-81c p-NO2 96
rac-81d p-F 87
rac-81e p-tBu 83
rac-81f p-OMe 73
OH
O/N
N
o A

3.3.7.Synthése d’aldéhydes isoxazoliniques rac-82

La formation d’aldéhyde, a partir de I'alcool primaire formé en C3, a été
réalisée, dans un premier temps, par la réaction de Swern (Schéma 25), car elle
présentait également des rendements satisfaisants dans notre groupe de recherche,
pour les alcools isoxazoliniques de 5 membres (REIS et al., 2011; De ARAUJO,
2019) , ainsi que pour les alcools isoxazoliques a 6 membres (ALMEIDA, 2010;
MESQUITA, 2018).

Schéma 25. Synthése de I'aldéhyde isoxazolinique rac-82.
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Cette réaction est connue pour sa légere oxydation en alcools et se produit
dans un premier temps la réaction du DMSO avec le chlorure d’oxalila, dans laquelle
ce dernier se décompose, libérant du monoxyde et du dioxyde de carbone, libérant
du chlorure de diméthylchlorosulfonique, du DMSO activé. Ensuite, il y a I'attaque
nucléophile de l'alcool rac-81a-f a I'anion chlore diméthylsulfonique, formant l'ion
alcoxissulfonique, venant consécutivement l'action de la base de triéthylamine, qui
induit la formation de la liaison pi et I'élimination du diméthylsulfure, générant
I'aldéhyde isoxazoline rac-82a-f. L’ensemble de la réaction a été réalisée dans une
atmosphére anhydre et d’argon, avec la formation de sous-produits du chlorure de
triéthylammonium et de diméthylsulfure avec une forte odeur caractéristique
(OMURA; SWERN, 1978; MANCUSO; Huang, Huang, SWERN, 1978).

Le schéma 26 présente le mécanisme possible pour obtenir des aldéhydes

isoxazoliniques rac-82a-f.
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Schéma 26. Mécanisme de réaction de Swern, oxydation des alcools isoxazoliniques en
aldéhydes isoxazoliniques respectifs
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Une autre voie de synthése pour obtenir des aldéhydes isoxazoliniques
consistait a utiliser de 'oxyde de manganése activé (MnO2 activé) comme agent
oxydant. Un tel choix est pour la difficulté logistique d’obtenir de la glace carbonique,
nécessaire pour obtenir la température dans la réaction de Swern, en plus de la non-
nécessité d’'une réaction anhydre.

Les aldéhydes synthétisés ont été purifiés par chromatogrfia dans une
colonne flash, avec des rendements compris entre 53% et 86% pour les substituants
décrits dans le tabala 4, décrit ci-dessous.

Tableau 4. Rendements d’aldéhydes synthétisés.

H o)
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Aldéhyde R1 Rendement (%)
rac-82a p-Cl 74*169**
rac-82b p-Me 76%/86**
rac-82c p-NO2 84*/53*
rac-82d p-F 96*/71**
rac-82e p-tBu 45*/68**
rac-82f p-OMe 56*

*oxydation via Swern / **oxydation via MnO:2

La variation des rendements, présentée dans le tableau 4, montre qu’il n’est
pas possible de comparer en termes de rendement quelle est la meilleure
méthodologie, car les deux méthodologies présentent un succés synthétique avec
des rendements satisfaisants, présentant des avantages tels que des réactions plus
propres via Swern et une plus grande praticité dans des conditions réactionnelles,
via MnO..

3.3.8.Synthése de thiosemicarbazones rac-83

La condensation des aldéhydes isoxazoliniques synthétisés avec du
thiosemicarbazide a généré les premiéres molécules inédites de ce travail, les

thiosemicarbazones izoxazoline-aza-bicycliques a 5 membres (Schéma 27).

Schéma 26. Synthése de l'isoxazoline thiosemicarbazone rac-83.
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Les réactions de condensation entre les différents aldéhydes rac-82a-f et avec
le thiossemicarbazide, survenues dans un milieu acide, étaient basées sur 'étude de
revue menée par Tenorio et al (2005), qui présente plusieurs voies pour obtenir des
thiossemicarbazones, en plus des méthodologies présentées par Pishawikar et More
(2017) et Reis, C. et al. (2011) (PISHAWIKAR; PLUS, 2017; KINGS, C. et al. ,
2011; TENORIO et al, 2005).

Les thiosemicarbazones peuvent étre obtenues par deux méthodes: obtention
directe, en utilisant le thiosemicarbazide et peuvent réagir avec les aldéhydes ou les
cétones; et l'obtention indirecte, a l'aide d’hydrazine et d’autres réactifs, avec
condensation ultérieure d’'un dérivé carbonyle spécifique. La méthode utilisée dans
ce travail était d’obtenir directement, pour lequel, selon la littérature, de meilleurs
rendements sont obtenus avec l'acidification du milieu. Cela est dU au fait que les
étapes de réaction sont réversibles, de sorte que le pH idéal est compris entre 4 et 5
(TENORIO et al. , 2005). Cette réaction est bien connue pour sa chimioéletivité, sa
polyvalence et sa vitesse élevées, présentant des rendements généralement éleves,
présentant des activités biologiques dans la littérature. (BAKHERAD et al. , 2019;
ANAND et al. , 2020; TENORIO et al., 2005).

Dans I'hypothése réactionnelle, similaire a celle proposée par Vekariya et al.
(2017), la paire d’électrons présents dans le NH2 plus distante du C=S dans le
thiosemicarbazide, favorise une attaque nucléophile sur le carbonyle de I'aldéhyde
isoxazolinique, et 'oxygéne carbonylique est préalablement protoné par la présence
d’'un catalyseur d’acide chlorhydrique (VEKARIYA et al., 2017). Vient ensuite, une

désitdratation se produit, la formation de la liaison pi, générant l'ion iminium et la
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formation consécutive de I'hydrazone par élimination de proton, générant le dérivé

thiosemicarbazone (Schéma 28).

Schéma 27. Mécanisme d’addition nucléophile pour la formation de thiosemicarbazones
isoxazoliniques aux aldéhydes isoxazoliniques respectifs.
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Les thiosemicarbazones rac-83a-f ont été synthétisées a partir de leurs
aldéhydes respectifs, qui ont été solubilisés dans I'éthanol et dans un milieu
catalytique acide (pH = 4 - 5), et le thiossemicarbazide a ensuite été ajouté a la
solution. Les rendements se trouvent dans le Tableau 5.

Le processus de purification a eu lieu par des lavages consécutifs a I'éthanol et
au méthanol, et la méthode de lavage et de recristallisation avec les mémes solvants

peut étre utilisée.

Tableau 5. Rendements des thiossemicarbazones synthétisées
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S
H
N
N A,
H
/N
N (0]
(0)

J AN

/\/

R4

Thiosemicarbazone R4 Rendement (%)

rac-83a p-Cl 68
rac-83b p-Me 80
rac-83c p-NO2 76
rac-83d p-F 42
rac-83e p-tBu 30
rac-83f p-OMe 35

L’analyse RMN est présentée, de maniere représentative, pour la molécule rac-
83d. Les Figures 27 et 28 montrent la structure de I'isoxazoline thiosemicarbazone
rac-83d a titre d'illustration représentative, contenant tous les signaux RMN du 'H et
13C, respectivement. Les signes diagnostiques de I'hétérobicycle, qui confirment la
formation du cycle 2-isoxazoline aza-bicyclique apparaissent les rotaméres a 6,19
ppm et a 6,69 ppm en RMN du 'H et 91,9 et 94,7 ppm en RMN de "3C. Les signes
caractéristiques des hydrogénes méthyléniques a 2,18 et 2,23 ppm et 3,03 et 3,37
ppm; 3,40 et 3,37 ppm; confirment le noyau de cing membres (Figures 29 e 30).
D’autres molécules synthétisées dans des études antérieures ont obtenu des
déplacements chimiques similaires pour I'hétérobicycle (REIS et al.,, 2011; DE
ARAUJO, 2019), et la formation du cycle 2-isoxazolinique aza-bicyclique a 5

membres a été confirmée.
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Figure 27. Données spectrométriques RMN de 'H 600 MHz de [Iisoxazoline
thiosemicarbazone rac-83d.
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Figure 28. Données spectrométriques RMN de ™C 150 MHz de [Iisoxazoline
thiosemicarbazone rac-83d.
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Figure 29. Spectre RMN '"H (DMSO-46; 600 MHZz) de I'isoxazoline thiosemicarbazone rac-
83d
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3.3.9.Synthése de I'hybride thiazole/isoxazoline - hydrazone
Enfin, la synthese de I'hybride inédit 2-isoxazoline-aza-bicyclique/thiazole
avec l'espaceur d’hydrazone rac-4 a été réalisée par la synthése classique de

Hantzch (1889), qui favorise la condensation des a-halocétones avec des thioamides.
(HANTZCH, 1889; DONOHOE et al. , 2012) (Schéma 29)

Schéma 28. Synthése de 2-isoxazoline/thiazole avec I'espaceur hydrazone rac-4.

1 S
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Cette derniere étape réactionnelle s’est produiteet un moyen catalysé par
I'acide est similaire aux méthodologies appliquées dans la littérature, ou 11 hybrides
non publiés peuvent étre obtenus. (ALTHAGAFI et al. , 2018; BOUHERROU et al.
2017; SOUZA, 2005)

Le mécanisme de réaction est basé sur la synthése classique de Hantzch (1889)
(Schéma 30), qui consiste en I'attaque nucléophile de 'atome de soufre du thioamide
au carbone alpha de a-halocarbonil, avec la formation d’'un composé intermédiaire,
qui par déshydratation conséquent conduit au thiazole correspondant (HANTZCH,
1889; BORCEA et al. , 2021, ER et all. , 2014).
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Schéma 29. Le mécanisme de synthése du thiazole de Hantzsch pour la formation
d’hybrides thiazole/isoxazoliniques avec espaceur d’hydrazone.

Les réactions ont été réalisées avec différentes thiosemicarbazones

isoxazoliniques rac-83 et a-halo-acétophénones substituées, dans éthanol a pH 4, a

température ambiante. Le temps de réaction variait entre 30 min et 2 h, et la
progression de la réaction était suivie par CCM.

La purification a été réalisée par lavage a I'’éthanol et a I'éther diéthylique, pour
donner entre 40 et 86% de rendement, présenté dans le tableau 6 et étant similaire a
celui trouvé dans la littérature pour la formation du thiazole, dans des conditions
similaires (BOUHERROU et al. , 2017; SOUZA, 2005).
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Tableau 6. Rendement de I'hybride thiazole/isoxazoline - hydrazone.

7\
| 2
H
N

J
N
o)\©
Ry
Hybride Sode de Ri R: Rendement (%)
rac-4b FC-02 p-NO2 48
rac-4c FC-03 p-Me p-Cl 39
rac-4d FC-04 p-F 59
rac-4a* FC-01 p-NO2 40
rac-4e FC-05 p-Cl p-Cl 81
rac-4f FC-06 p-F 67
rac-4g FC-07 p-NO2 84
rac-4h FC-08 p-NO> p-Cl 86
rac-4i FC-09 p-F 70
rac-4j FC-10 p-F p-NO2 79
rac-4k FC-11 p-tBu p-NO2 8

* Le changement de position de 4a dans ce tableau vise & mieux grouper R1.

De maniére représentative, I'élucidation structurale de I'hybride isoxazoline
azabicyclique/thiazole rac-4j par résonance magnétique nucléaire est présentée,
par RMN '"H de 600 MHz et RMN '3C de 150 MHz. Les spectres ont été obtenus en
une dimension ('H, '*C et DEPT) et en deux dimensions (COSY, HSQC et HMBC).

Une caractéristique importante était la présence de signes d’hydrogéne et de
rotaméres de carbone proches de la fonction amide, présentant des signaux en
double.

Le spectre DEPT a conduit a la désignation des types de carbone (C, CH,
CH>), tandis que COSY a confirmé les couplages attendus. L’analyse du spectre
HSQC a conduit a la corrélation des carbones avec les hydrogénes respectifs qui y

sont attachés. Le spectre HMBC a permis d’analyser les corrélations a deux et trois
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liaisons, permettant d’établir les corrélations des carbones quaternaires

principalement (Figure 31).

Figure 31. Structure de I'hybride isoxazoline rac-4j avec numérotation attribuée.
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En analysant les spectres du 'H et 3C, I'isoxazoline aza-bicyclique a montré
des signes caractéristiques, confirmant sa présence dans la structure. A 6,18 ppm et
6,68 ppm (rotaméres), I'hydrogene H6a apparait comme un signal large s’intégrant a
1H. Le carbone C6a respectif, a partir de la jonction des cycles, apparait a 94,5 ppm
et 92,0 ppm (rotaméres). Le H3a apparait comme un triplet large a 4,24 ppm (J =9
Hz). Le carbone C3a apparait a 51,0 ppm et 49,1 ppm (rotameéres).

En ce qui concerne la fonction hydrazone, I'hydrogene caractéristique HN14
apparait a 12,70 ppm comme un simplet, s’'intégrant a 1H, tandis que I'hydrogéne de
I'imine H12 apparait avec un signal élargi a 7,89 ppm, tandis que le carbone C12
respectif apparait a 131,9 ppm.

En conclusion, le thiazole substitué par l'aryle présente I'hydrogéne C17
comme un simplet a 7,78 ppm, s’intégrant a 1H, tandis que le carbone C17 apparait
a 109,4 ppm. (Figures 32 et 33)

Une analyse similaire a été effectuée pour les autres molécules de la série et
tous les spectres, ainsi que la liste des déplacements chimiques sont disponibles

dans les matériaux et les méthodes.
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Figure 32. Spectre RMN de 'H (DMSO-46; 600 MHz ) d’hybride isoxazoline/thiazole rac-4j
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Figure 33. Spectre RMN 3C (DMSO-4s; 150 MHz) de d’hybride isoxazoline/thiazole rac-4j

i il ni v

=}

3

2
B
o} |
|2
=0




269

Les spectres infrarouges ont été obtenus par la méthodologie ATR, a la fois pour la
molécule rac-4j et pour les hybrides de la série.
Le spectre ATR de la molécule rac-4j, un hybride contenant le groupe p-Cl en

R1 et NO2 en Ro, est représenté a la Figure 34.

Figure 34. Spectre infrarouge de d’hybride isoxazoline/thiazole rac-4j
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L’attribution des bandes du spectre IR-FT ATR est indiquée dans le spectre
lui-méme, marqué par différentes couleurs, ainsi que dans le tableau a co6té des

principales bandes.
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4.CHAPITRE 2 - Partie chimique -Série diaryl-isoxazole

4.1.0bjectifs
4.1.1.0bjectif général

Synthése et identification de nouveaux dérivés hybrides diaryl-isoxazoles 10 et 11.

4.1.2.0bjectifs spécifiques

j- Synthése dela série des dérivés diaryl-isoxazole 10 et 11.

k- Purification et détermination des propriétés physico-chimiques des nouvelles

molécules 10 et 11.

l- Elucidation structurale des nouvelles molécules hybrides 10 et 11.
spectroscopie par résonance magnétique nucléaire ('H et '3C), infrarouge et

spectrométrie de masse.
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4.2. Stratégie synthétique

4.2.1.Rétrosynthése des diaryl-isoxazoles 10 et 11

La rétrosynthése proposée est dans le schéma 31 et consistait a obtenir les
diaryl-isoxazoles 10 et 11, a partir de la cycloaddition du 4-[(4-
fluorophényl)ethynyl]pyridine 90 avec le CEFNO 8 généré in situ. Le 4-[(4-
fluorophényl)ethynyllpyridine 90 serait obtenu par condensation du 4-fluoro-
iodobenzéne avec la 4-éthynylpyridine 89, résultant de la déprotection du
(triméthylsilyl)-4-éthynylpyridine. Ce dernier composé provient de la 4-iodopyridine
87, réactif initial.

Schéma 30. Rétrosynthése proposée des diaryl-isoxazoles 10 et 11.
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4.2.2.Voie synthétique

4.2.2.1.Synthesis via cycloaddition

La voie de réaction utilisée consistait a obtenir diaryl-isoxazole 10 et 11.

La premiere voie synthétique proposée commence par la production de 4-
(triméthylsilyl)éthynylpyridine 88 a partir d’'un couplage a la 4-iodopyridine 87
(schéma 32). Dans I'étape suivante, une réaction de déprotection s’est produite
formant la 4-éthynylpyridine 89 (produit volatil) et aprés une réaction de couplage
avec le 4-fluoro-iodobenzéne, le systéme diaryl-acétyléne 90 a été généré. Une
réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire avec le CEFNO 8 généré in situ, a partir de

son précurseur 7, conduit a la formation du noyau isoxazole.

Schéma 31. Réactifs et conditions pour la synthése des diaryl-isoxazoles.

N
N | —L> —> C) H
\ /
90
SIMe3
CO Et F
2
CI\%:/COQEt C
_N > N+
HO ('} CO,Et CO,Et
z 8
et/ou
d)

a) triméthylsilylacétylene, Cul, Pd(PPh3).Clz, EtsN, acétonitrile, MW, 120 °C, 10min;
b) TBAF, THF, -15 °C, 30min; c) 4-fluoro-iodobenzéne, Pd(PPhs)2Cl2 | Cul, EtsN,
MW, 120 °C, 5 min. ; d) KF, 1,2-DME, 80°C, 18h.

En raison des difficultés rencontrées et de plusieurs tentatives, d’autres voies

synthétiques ont été proposées, cherchant la synthése de la molécule finale. La
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cyclisation du B-céto-énol est 'une des voies synthétiques et sera présentée plus loin

dans les résultats.

4 .3.Résultats et discussion

4.3.1.Synthesis via cycloaddition

La synthése commence par la production de 4-(triméthylsilyl)éthynylpyridine
88 a partir d'un couplage avec la 4-iodopyridone 87 (schéma 33). Dans |'étape
suivante, une réaction de déprotection s’est produite formant la 4-éthynylpyridine 89
(produit volatil), suivie d’'un couplage avec le 4-fluoro-iodobenzéne, qui provenait du
4-(4-fluorophénil)ethynyl)pyridine 90. Ce dernier a été soumis a une réaction de

cycloaddition dipolaire de 1,3 avec CEFNO, mais sans succés synthétique.

Schéma 32. Synthése de diaryl-isoxazoles jusqu’au composé 90.

N
=
N N |
| | N
S X AN
NC/>>| _a L c) H
0,
I IR I g
87 88 89
SiMe; H
CO,Ef F
Clng-COzEt [ 2
,Rl N*‘ NF=
HO o CO,Et / CO,Et
7 8 N\ N A\
| /N et/ou | /N
9 ¥ - N o o
NS 1 11

a) triméthylsilylacétylene, Cul, Pd(PPhs)2Clz, EtsN, acétonitrile, MW, 120 °C, 10min; b)
TBAF, THF, -15 °C, 30min; c¢) 4-fluoro-iodobenzéne, Pd(PPhs)2Cl2 , Cul, EtsN, MW,
120 °C, 5 min. ; d) KF, 1,2-DME, 80°C, 18h.
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La synthése a été suivie par UPLC-MS, mais la formation du produit n’a pas
été observée et la non-conversion du réactif de départ a été vérifiée dans la réaction.
Méme avec des changements dans la méthodologie, le diaryl-isoxazole 10 et/ou 11
n‘ont pas été formés, ce qui nous a amené a considérer I'obstacle stérique possible
du diarylacétylene 90 sur CEFNO_S8, rendant impossible I'approche et par
conséquent la formationn du cycle isoxazole.

Cette hypothése a été confirmée par le changement de méthodologie, ou la
cycloaddition 1,3-dipolaire de la 4-éthynylpyridine 89 avec CEFNO 8 a été traitée
avec succes, obtenant l'isoxazole 91. Suite au changement méthodologique, aprés
purification de I'ester de l'isoxazole 91, plusieurs tentatives d’halogénation en C4 du
cycle isoxazole ont été effectuées, afin de favoriser l'introduction du 4-fluorobenzene,
par une réaction de Suzuki et la formation subséquente de diaryl-isoxazole 10,
cependant, dans aucune d’entre elles le produit a été obtenu, comme présenté dans
le schéma 34.

Aprés plusieurs tentatives d’optimisation, le composé 10 a été obtenu avec
succeés, mais avec de faibles rendements. La voie de synthése commence par
'obtention de la 4-(triméthylsilyl)éthynylpyridine 88. L’étape suivante est une
réaction de déprotection formant de la 4-éthylnylpyridine 89 (produit volatil) suivie
d'une réaction cycloaddition 1,3-dipolaire avec de [l'oxyde de
carbéthoxyformonitrile_8 (CEFNQO) généré in situ, a partir de son précurseur
chloroximidoacétate d’éthyle, favorisant la formation du noyau isoxazole avec une
fonction de ester en C3 et installant de la 4-pyridine en C5 (composé 91). Ensuite,
I'ester a été réduit en alcool pour favoriser I'insertion de diméthylamine dans une
réaction de one pot via le mésylate intermédiaire 94. Cette stratégie de synthése a
permis d’obtenir du 4-pyridyl-isoxazole 95 qui subit une réaction d’arylation directe
présence de 4-fluoro-iodobenzene pour aboutir au composé souhaité avec un
faible rendement de 20%.

Malgré le succés de la synthése, une petite quantité de produit a été obtenue

avec une faible efficacité de réaction, pour le seul composé obtenu. En raison des

conditions imposées par la pandémie, cette série n'est pas terminée.
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Schéma 33. Synthése du composé 96 par cycloaddition.

0,Et

3 ? 71% [ﬁ 23% © ~
7

SIMe3

O—ZEO—O
I

e)

[a) triméthylsilylacétyléne, Cul, Pd(PPhs),Cl2, E3N, acétonitrile, MW,120°C, 10 min; b
TBAF, THF, -15 °C, 30 min; ¢) chloroximidoacétate d’éthyle, CuSO,4. 5H,0, ascorbate
de sodium, KHCO3;, H,O/tBuOH (1:1), t.a., 4h; d NaBH., EtOH, 1h, 0 °C, et pendant la
nuit a t.a. ; et chlorure de méthanesulfonyle, TEA, THF, 5°C et 1 hata..; f) NH(CHs),,
DIPEA, ACN, t.a., 30 min; g) 4-fluoro-iodobenzéne, PPhs, Cs,COs3, Pd(OAc)., DMF, 3,5 h
a 85 °C puis pendant la nuit, t.a.).

Dans cette étape synthétique, il y avait 'engagement d’accéder a I'analogue
du composé 105 (qui sera cité plus tard), a savoir le composé 96, en inversant les
positions du la 4-pyridine et du 4-fluorophényle dans le noyau de l'isoxazole, afin de

compléter I'étude de la relation structure activité.

4.3.1.1.Synthése de la 4-(triméthylsilyl)éthynylpyridine 88

La synthése de la 4-(triméthylsilyl)éthynylpyridine_88 était basée sur la réaction
classique de couplage croisé de Sonogashira et al. (1975), ou les halogénures
d’aryles peuvent étre couplés avec des alcynes vrais pour la formation d’alciynes bi-
substitués (SONOGASHIRA; TOHDA; HAGIHARA, 1975)(Schéma 36). Cette
réaction a I'avantage d’étre réalisée dans des conditions plus douces et un bon
rendement par rapport a la réaction de couplage de Castro (STEPHENS; CASTRO,
1963).
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Schéma 34. Synthése de la 4-(triméthylsilyl)éthynylpyridine 88.

N o | H%S"\Ae:;‘ N T L Siv
\\_/‘  PdPPhoCLGmow) N/ iMes

Cul (10 mol%)
Et;N, MW, 120 °C
Acétonitrile

98% 88

Le mécanisme de réaction consiste en deux cycles catalytiques, l'un au
palladium et l'autre au cuivre. Il est proposé que, a partir d'un complexe de chlorure
de palladium Il, il se forme du palladium de degré d'oxydation O, qui est le catalyseur
actif. Aprés la formation du complexe chlorure de palladium Il (PdCl2), I'étape
d'addition oxydante 1) se produit dans le cycle du Pd, ou il y a l'insertion de Pd° dans
la liaison halogénure d'aryle, fournissant le complexe palladium Il (Pd") (a). Un cycle
latéral soutenu par le cuivre comme co-catalyseur (Cul) développe le réactif
organomeétallique o-alkynyle pour I'étape de transmétallation 2) avec le complexe (a).
L'intermédiaire o-alcinylpalladium Il (b) est produit et subit le processus
d'isomérisation 3) formant l'intermédiaire (c). L'élimination réductive 4) se produit
finalement pour fournir le produit de couplage (d) et régénérer le catalyseur Pd° actif
(Schéma 36).
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Schéma 35. Cycle catalytique de la réaction de couplage Sonogashira
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d \
4) 1)
R 1
R2=F|>d”—PPh |'Q
= 3 PPh3—F|’d”—PPh3
PPh, |
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|
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I

R? b

Et;N, HCI

Source: L’auteur

Bien que la synthése soit décrite a température ambiante, cette étape a été
réalisée a l'aide du micro-ondes pour une synthése plus rapide, en utilisant une
période de 10 minutes seulement (SALIH; BAQI, 2019).

4.3.1.2.Synthése de la 4-éthynylpyridine

La déprotection pour la formation de 4-éthynylpyridine 89 a été réalisée par
hydrolyse alcaline avec du fluorure de tetrabutylammonium tel que présenté dans la
littérature (DAWOOD et al. , 2014), étant a une température de -15 °C. La réaction
s’est produite en seulement 30 minutes, la conversion de 95 % du réactif de départ
en produit par UPCL/MS (Schéma 37).
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Schéma 36. Synthése de la 4-éthynylpyridine 89.

_ . TBAF
N ——SiMe; - —> N —H
i\ /> -15°C, THF, 30 min. \ /

88 71% -

O

Cependant, aprés purification par chromatographie flash automatisée, le
produit n'a pas été détecté. Aprés d’autres tentatives de purification, y compris la
lyophilisation, aprés purification C18, pour éviter le contact avec la silice de la
colonne chromatographique. Pour cette raison, pour la purification par colonne flash
le dichlorométhane a été utilisé comme solvant de la phase mobile, pour
I'évaporation du solvant sans utilisation de vide dans [I'évaporateur rotatif,

uniquement avec la température du bain-marie (55 °C).

4.3.1.3.Synthése de la 4-[(4-fluorophényl)éthynyl]pyridine 90

Les étapes précédentes jusqu’a la synthése de cet alcyne bisubstitué, a base
d’halogénures, sont décrites dans certaines études (DAWOOD et al. , 2014;
ELANGOVAN; Wang, Wang, HO, 2003), parmi lesquels la thése de doctorat de
puget (2003), réalisée dans le groupe de recherche [ICiMed, Université de Nantes.
(PUGET, 2003) L'utilisation des micro-ondes dans cette réaction est décrite dans la
revue de Battle, Sagrillo et Gama (2014) (BATTLE; SAGRILLO; GAMA, 2014).

Schéma 37. Synthése de 4-[(4-fluorophényl)éthynyl]pyridine 90

N\ __ F@" =

N / " SN S F

Pd(PPhs),Cl, (5 mol%)
89 Cul (10 mol%)
EtzN, MW, 120° C, 5 min.

18

16%
Cette synthése se produit par couplage catalytique de Sonogashira et al.
(1975) dans les mémes conditions que le premier couplage avec la 4-iodopyridine et

le triméthylsilylacétyléne, mentionnés ci-dessus. Le mécanisme est le méme que
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celui trouvé dans le schéma 36, dans la rubrique 4.6.1.1 modifiant les réactifs.
Malgré le faible rendement, cela a été soumis a la réaction de cycloaddition 1,3-

dipolaire, pour un gain de temps stratégique dans cette recherche.

4.3.1.4.Cycloaddition 1,3 dipolaire

4.3.1.4.1.Alcyne disubstitué dipolophile 90

Schéma 38. Synthése du systéme ortho-diphényl-isoxazole

N
@
Cl CO,Et F
[l CO,Et / CO,Et
N
I Ho” N X N N
AVA
> N N
/A | / | /
Et;N, THF, t.a. A o) o
90 N~
10 F

La cycloaddition du 4-[(4-fluorophényl)éthynyl]pyridine 90 a été réalisée selon
la méme méthodologie proposée par Almeida, V. et coll. (2009) pour la formation du
noyau de lisoxazoline. Comme il n’y aurait pas de différenciation électronique
significative entre les carbones sp de la triple liaison, il pourrait y avoir la formation
de 2 isoméres d’isoxazole. Cependant, la réaction a été infructueuse, méme avec les
changements dans la méthodologie. (CHULKY, et coll. 2016; KANKALA et al., 2011)
L’hypothése de 'obstacle stérique causé par le nuage électronique dense prés de la

triple liaison, qui empécherait 'approximation du dipéle CEFNO.

4.3.1.4.2.Dipolarophile alcyne monosubstitué 89

La méthodologie qui a présenté le meilleur rendement pour la synthése du
cycloadduit était Himo F. et al. (2005), ou le cycle isoxazole est obtenu a partir de la

cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen (1963) entre un azoture et une alcyne
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terminale, avec le catalyseur du sulfate de cuivre (Il) en présence d’ascorbate de
sodium. La réaction se produit a température ambiante entrainant la formation
sélective d’un seul régioisomeére, le 3,5-isoxazole-disubstitué (HIMO et al. , 2005)
(Schéma 40).

Schéma 39. Synthése du cycle phényl-isoxazole 91.

/N I CI\C/COQEt
[l
N HO/N
| l CuS04.5H,0
89 ascorbate de sodium,
b NaHCOs,

H,O/t-BuOH(1:1), t.a., 4h;
53 - 16%

En présence d’acétylure de cuivre (I), les NO réagissent avec les alcynes
fournissant des isoxazoles 3,5-disubstitués. La séquence catalytique commence par
la coordination de I'alcyne avec les especes réactives de Cu (I) [CuLn]* en déplagant
'un des ligands L, en l'occurrence l'ascorbate (intermédiaire A). Dans [|'étape
suivante, le NO remplace I'un des ligands et se lie a I'atome de cuivre a travers le
carbone lié a l'azote, formant l'intermédiaire B. Ensuite, aucun oxygéne dans B
n’attaque le carbone C-2 a partir de l'acétylure, formant le cycle métallique C de
cuivre & six membres. A partir de C, la contraction du cycle se produit pour former le
dérivé de cuivre D. La protéolyse de D libére le produit isoxazole, complétant ainsi le
cycle catalytique. Les étapes de ce cycle ont été confirmées par des méthodes de
calcul. (ROSCALES; PLUMET, 2018) (schéma 41)
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Schéma 40. Mécanisme de réaction proposé pour le catalyseur Cu(l) de la cycloaddition 1,3-
dipolaire entre les NO et les alcynes.
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>//>\CO Et
O\N 2
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" —~CO,Et
O\N 2
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A
R1
Z"SCulp.o /\
O co,Et A
EtO,C—=N-0
(o3
\R1%(|)uLn2
°C
72N
j/N/ CO,Et
© B

Source : Roscales et Plumet (2018). Adapté.

L’analyse RMN 'H a confirmé la formation d’isoxazole par la présence du
singulet a 7,125 ppm appartenant au H du cycle isoxazole, du triplet et du quadruplet
a 1,45 ppm (J = 7,2 Hz) et 4,50 (J = 7,2 Hz) ppm, appartenant respectivement au H
de l'ester. Les signaux correspondant au H aromatique sont observés en 7,68 ppm (J
= 6,0 Hz, d) et les déblindés, a 8,79 ppm (J = 3,6 Hz, sl).

La détermination de la pyridine dans l'isoxazole en C-5 a pu étre confirmée
par I'analyse du spectre RMN bidimensionnel du HMBC, ou H a 7,1 ppm effectue un
couplage J? avec C a 157,2 ppm attaché a I'ester, qui ne présente que ce couplage
du H, et le signal a 168,9 ppm connecté a la pyridine, qui présente également un

couplage J? comme méta-H par rapport a n, comme on peut le voir a la figure 35.
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Figure 35. Spectre de RMN HMBC 400 MHz du composé isoxazole 91

HMBC - FCN18 7.1 ppm
_.L Ld L . l’l{ ppm

- @ o

® o of w - 60

] ' 100
B L L] —120

—140

e
157.2 4 e ° | 160

168.9 — ¢ L]

T T T T T T T T T T T T T T T T T
90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 ppm

4.3.1.5.Halogénation

Avec le changement de la voie synthétique pour la formation de I'isoxazole,
une modification méthodologique était nécessaire pour la formation du scaffold
diaryl-isoxazole 10 (Schéma 42), et une halogénation en C-4 a été choisie pour
I'insertion ultérieure du 4-fluorobenzéne dans cette position par réaction de couplage
croisé de Suzuki-Miyaura (1979) (SUZUKI-MIYAURA et al. , 1979).

Schéma 41. Halogénation en C-4 du composeé 91.

CO,Et CO,Et
H 2 | 2 CO,Et
A\ N
N NIS
| / He' | O/N """""" > | \/N
\ oS TFASTS.ta. S ~ 0
N/ N A ,} y
91 92 10

L’halogénation était basée sur les travaux de Watterson et al. (2016), ou une

structure similaire a été halogénée en C3, avec un rendement de 97% en présence
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d’acide trifluoroacétique (TFA) et de N-iodosuccinimide (NIS). Cette structure est un
isoxazole avec un aryle en C-3, étant différencié uniquement le substitut phényle en
C-5. Méme avec la similitude structurelle, notre cycloadduit isoxazole-ester 96 avec
la pyridine en C-5 est resté intact, sans formation du produit halogéné. Dans le
présent doctorat, d’autres voies synthétiques ont favorisé la formation d’ester
d’isoxazole avec du 4-fluorophényle en C-5, et I'halogénation ultérieure a été réalisée
avec succes et un rendement de 68%, avec les mémes réactifs, comme le montre la

figure 36.

Figure 36. Rendements d’isoxazoles halogénés avec différents substituants.

! CO,Et CO,Et CO,Et
' |
| N\ N | N\ N A\
S ), | N
\ 0 o
\ 2
N A 2
7% F 68%
Watterson et al. (2016) X

D’autres méthodologies ont été appliquées afin de contourner ce probleme, y
compris I'halogénation directe. Cependant, dans ce dernier cas, il y a eu la
dégradation du produit de départ et aucune d’autres méthodologies appliquées n’ont
montré de résultat efficace dans I'obtention du diaryl-isoxazole, comme on peut le
vérifier dans le schema 43.

Face aux difficultés synthétiques qui ont été présentées, une autre fagon
d’obtenir le diaryl-isoxazole 11 a été proposée et exécutée en paralléle, ce qui, on

peut le dire a 'avance, nous a conduit a la formation de notre produit final.



284

Schéma 42. Essais pour obtenir des molécules avec scaffold diaryl-isoxazole 10
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1) N-oxyde de nitrile, EtzN, AcOEt, 80 °C, 18h.
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1) N-oxyde de nitrile, KF, 1,2 - DME, 80 °C, 18h.
2) N-oxyde de nitrile, Et3N, AcOEt, 80 °C, 18h.
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X 1) N-oxide de nitrile, Et3N, THF, t.a., 48h.
X 2) N-oxide de nitrile, Et3N, AcOEt, 0 °C — 80 °C, 3h.
I 3) N-oxide de nitrile, sel d'imidazolium, Et3N,

CH,CI,, No(g), t.a., 48h.

0,Et
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1) NIS, TFA, ta— 40 °C, 48h.

2) NIS, CH3CN/CH,Cly, 0 °C —= 80 °C, 48h.
3)ICI, CaCO3, MeOH/H,0, 0 °C — t.a., 48h.
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a) m-CPBA, CH,ClIy, t.a., 1h.
1) NIS, TFA, ta.— 40 °C., 48h.
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1) 4-fluoro-bromobenzéne, Cs,CO3, PPhs Pd(OAc), DMF,
N5(g), 16h, 100 °C, tube scellé.

2) 4-fluoro-bromobenzene, Pd(OAc), , PCy3.HBF, , DMA, PivOH,
KoCOs3, Nx(g), 16h, 100 °C, tube scellé.
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4.3.2.Synthése par la cyclisation
Afin de poursuivre la synthése, une autre voie synthétique a été planifiée et
exécutée selon les travaux de Banoglu et al. (2016) et Brough et al. (2008), ou le B-
céto-ester a été cyclisé, formant le noyau isoxazole di-substitué et soumis a une

halogénation et a un couplage Suzuki ultérieurs (Schéma 44)(BANOGLU et al. ,
2016; BROUGH et al. ; 2008).

Schéma 43. Obtention de diaryl-isoxazole par cyclisation -céto-ester.

Arq WCO2Et
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U 1YY 2 O/ N O/
| Ar{ !
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4.3.2.1.Cyclisme a partir de I'acétylpyridine

La formation d’isoxazole avec la pyridine en C5, via la cyclisation, a été testée
par les méthodes de Banoglu et al. (2016) et Brough et coll. (2008) avec I'obtention
de 9% de rendement en B-céto-ester aprés lavage dans I'éthanol, mais avec la
dégradation de I'énolate dans la réaction de cyclisation avec de I'’hydroxyde

d’ammonium.

Schéma 44. Obtention de I'isoxazole a partir de I'acétylpyridine, par cyclisation.

diethyloxalate
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La méthodologie appliquée par Okawa T., et al. (2017), utilise I'acétylpyridine
elle-méme comme produit de départ et la base LIHMDS a -70 °C pour la formation
de B-céto-ester (Schéma 45). Celle-ci a été soumise a la cyclisation sous sa forme
brute, la formation du noyau isoxazole étant préférable a la formation de ce noyau
par cycloaddition 1,3-dipolaire (BANOGLU et al. , 2016; BROUGH et al. , 2008;
OKAWA et al. , 2017).

4.3.2.2.Cyclisme a partir de I'acétyl-4-fluorobenzéne

Le 5-(4-fluorophényl)-4-(pyridine-4-yl)isoxazole-3-carboxylate d’éthyle 101 a
eté synthétisé a partir de la réaction de la 1-(4-fluorophényl)éthanone 99 avec le
diéthyloxalate et la cyclisation ultérieure du 4-(4-fluorophénil)-2-hydroxy-4-oxobut-2-
énoate 100. Ces deux réactions, aprés plusieurs optimisations, ont présenté des
rendements élevés et réduit en 1 étape I'obtention de la molécule 105, obtenant sa
purification par lavage a I'eau. Le noyau isoxazole a ensuite été halogéné sur le
carbone 4 avec du N-iodosuccinimide et soumis au couplage Suzuki. Il a été observé
dans cette réaction que le produit de départ n’était pas complétement consommé et
qgu’'aprés plusieurs tentatives d’augmentation du rendement, l'acide pyridine-4-
boronique s’est avéré peu soluble dans le milieu réactionnel. Puis I'ester en C3 a été
converti en alcool par réduction avec du borohydrure de sodium, puis, un bon groupe
partant, le mésylate, a été introduit et la premiére molécule finale, 105a a été

obtenue, avec insertion de I'amine secondaire (schéma 46).

Schéma 45. Obtention de I'isoxazole a partir de la 4-fluoro-acétophénone, par cyclisation

CO,Et H FOEL COoEt
|
0 _ \
OSRGOS, » SR
CH, 96% VYut{  84% © 97% o
92% 102
29 100 F 101 T

d
33% -77%
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a) diéthyloxalate, NaOEt, EtOH, 80 °C, 2h; b) NH20H, EtOH, 80 °C, 2h; c) NIS, TFA,
t.a., 2h; d) acide pyriridine-4-boronique, Pd(dppf)Clz2, K2COs, THF/H20, MW, 120 °C,
20 min; et) NaBH4, EtOH, 30min a 0 °C aprés 1,5 h a c.t.a.; f) chlorure de mésyle,
TEA, THF, 5 °C aprés 1 h a t.a.; g) NHR1R2, ACN, t.a., 30 min.

4.3.2.3.Synthése de B-céto-énol

L’obtention de p-céto-énol-4-fluorophényl 100 a été réalisée par la
méthodologie trouvée dans les travaux de Banoglu et al. (2016) et Brough et al.
(2008) avec modification du réactif de départ et de la méthode de purification. Il y
avait la condensation du diéthyloxalate avec le 1-(4-fluorophényl)éthanone 99 en
utilisant I'éthoxyde de sodium comme base. La purification a été réalisée avec lavage

a I'eau, obtenant un rendement de 96% (Schéma 47).

Schéma 46. Obtention de B-céto-énol a partir de 4-fluoro-acétophénone.

diéthyloxalate, CO-Et

NaOEt =
F - F \ O
CH O"H

3 EtOH, 80 °C, 2h
99 100

96%

La syntheése a commenceé par la formation d’'un énolate de cétone nucléophile
en ajoutant la 1-(4-fluorophényl)éthanone 99 goutte a goutte a une solution
d’éthoxyde de sodium a 21% a température ambiante. Le systeme est chauffé et
I'énolate (A) formé effectue une attaque nucléophile dans le diéthyloxalate qui est
ajouté, produisant un intermédiaire tétraédrique (B).

L’expulsion de l'ion éthylate de I'intermédiaire tétraédrique instable de I'adduit
de Claisen initial a produit une p-dicétone (C). La base expulsée (éthylate de sodium)
élimine ensuite un proton d’acide alpha de la B-dicétone. Aprés ajustement du pH = 5,
le systéme céto-énol se forme et s’équilibre avec une dicétone, le premier étant de
plus grande proportion. Le mécanisme de formation se trouve dans le schéma 48 ci-
dessous. (RADI et al., 2015)



Schéma 47.Mécanisme d’obtention du p-céto-énol
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Adapté Radi et al. (2015). Adapté

4.3.2.4.Synthése de I'isoxazole par cyclisation
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Le B-céto-énol formé est dissous dans I'éthanol et sur cette solution est ajouté

NH20H. HCI favorisera la déshydratation du composé et la formation du noyau de

I'isoxazole, la méthodologie procéde selon le modéle présenté par Banoglu et al.

(2016) et Brough et al.(2008) (Schéma 49).

Schéma 48. Obtention de 'isoxazole a partir de la 4-fluoro-acétophénone, par cyclisation

COLEt CO,Et
— NH,OH
F 0 i N
\ { B ———S———— O/
O'H EtOH, 80 °C
100 101

84% F

Dans le mécanisme d’action proposé par Kumar et Kaur (2015), I'attaque

nucléophile de I'hydroxylamine au carbonyle le plus électrophile lié au groupe ester

se produit dans la premiére étape. La premiére déshydratation se produit avec

réarrangement intramoléculaire pour la formation de la liaison pi entre I'azote

hydroxylamine et le tétracarbone remplacé. Une autre attaque nucléophile se produit
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par hydroxyle au carbonyle lié¢ au R restant (4-fluoro-benzéne), en raison de son
électrophile plus grande par rapport a I'ester. La derniére étape se produit avec la
deuxiéme déshydratation et la formation de la double liaison, qui génére le noyau de

I'isoxazole. (schéma 50)

Schéma 49. Condensation de la diketone avec I'hydroxylamine pour la formation du noyau
d’isoxazole.

.. H

O OH o '/\ NH,OH o) \

S = W e
CO,Et R

R COEt R CO,Et
céto-énol dicétone
-H>,O
-H20 HO: O— HO:
O=N - Q N — O) >N
U o IR
CO,Et H( COEt R CO,Et
H H

Source :Kumar et Kaur, 2015. Adapté

La purification se faisait par lavage dans un fritté avec seulement de l'eau
avec un rendement élevé de 84%. Les lavages avec d’autres solvants tels que le
méthanol et / ou I'éther diéthylique ont entrainé la dissolution du produit et une
baisse du rendement, et le produit a ensuite été porté au dessiccateur pendant 24
heures pour éliminer I'eau restante.

Le 5-(4-fluorophényl)-isoxazole-3-carboxylate 101 a été vérifié par UPLC/MS
avec la masse correspondante. L’analyse RMN 'H a confirmé la formation
d’'isoxazole par la présence du singulet a 6,8 ppm appartenant au H du cycle
isoxazole, du triplet et du quadruplet a 1,45 ppm (t, J=7,1 Hz, 3H) et 4,49 (q, J=7,2
Hz, 2H) ppm, respectivement, appartenant au H de lester. Les signaux
correspondant a H aromatique sont observés a 7,20 ppm (t, J = 8,6 Hz, 2H) et les
plus déblindés, a 7,82 ppm (dd, J = 8,9 et 5,2 Hz, 2H).
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La détermination du 4-fluorobenzéne dans lisoxazole en C-5 a pu étre
confirmée par I'analyse du spectre RMN bidimensionnel du HMBC, ou H a 6,8 ppm
effectue un couplage J? avec C a 157,04 ppm attaché a I'ester, qui ne présente que
ce couplage du H, et le signal a 170,73 ppm lié a la pyridine, qui présente également
un couplage J? comme méta-H par rapport au substituant F, comme on peut le voir a

la Figure 37.

Figure 37. Spectre RMN HMBC (CDClIs, 400 MHz) du composé isoxazole 101
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4.3.2.5.Halogénation

Au début, I'halogénation a été réalisée par la méthodologie de Banoglu et al.
(2016), en utilisant du N-bromosuccinimide (NBS) en présence de nitrate
d’ammonium (CAN) en quantité catalytique, mais la réaction a duré 20 h. La
méthodologie watterson et al a ensuite été appliquée. (2016), ou le N-
iodosuccinimide (NIS) a été utilisé en présence d’acide trifluoroacétique (TFA) a
température ambiante, avec une durée de réaction de seulement 2h, avec un
rendement de 68% (Schéma 51).
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Schéma 50. Halogénation en C-4.

CO,Et CO,Et
|
N NIS | \/N
TFA, ta. 2h O
101 102
F 97% F

Aprés la recristallisation du NIS, le rendement est passé a 97% aprés
purification en colonne chromatographique. (WATTERSON et al., 2016).

4.3.2.6.Couplage de Suzuki-Miyaura

Cette étape réactionnelle a été réalisée par couplage catalytique par Suzuki et
al. (1979) et avec les conditions trouvées dans les travaux de Brough et al. (2008).
La formation du diaryl-isoxazole 11 a été réalisée par addition d’acide pyridine-4-
boronique et catalysée par Pd(dppf)Cl. a I'aide d’'une synthése micro-ondes a 150
watts et 120 °C en 20 minutes (Schéma 52)(BROUGH et al. ; 2008).

Schéma 51. Couplage Suzuki pour la formation du diaryl-isoxazole 5

CO,Et

N acide pyridine-4-boronic

Pd(dppf)Cb’ KZCO3Y
102 THF/H,0, MW, 120 °C, 20 min

F 33% -77%

Dans cette synthése, le composé halogéné a 102 a été visualisé dans
TUPLC/MS méme apres la fin de la réaction, diminuant ainsi le rendement en diaryl-
isoxazole 11 Pour contourner ce probleme, il y a eu plusieurs changements dans la
température, la puissance et le temps de la réaction dans le micro-ondes, ainsi que
I'utilisation de Pd(0), qui n’ont pas entrainé de changements dans les rendements ou
dans la consommation totale du réactif de départ, avec un temps de plus de 40
minutes capable de dégrader la réaction. Dans des conditions plus douces de

température et de puissance, il n'y a pas eu d’augmentation des rendements, avec le
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rendement le plus élevé de 77% dans les conditions 110w, 12 min et 120 °C, sans le
méme succes avec répétition.

Le cycle catalytique de Suzuki-Miyaura est similaire a celui du couplage
Sonogashira, avec les stades d’addition oxydative, de transmission et d’élimination
réductrice. Aprés la formation de I'espéce catalytique palladium (0) (a), générée in
situ a partir de palladium (Il) ou directement a partir de dérivés de (0), 'addition
oxydative d’halogénure d’aryle (notre isoxazole-halogéné 102) conduit au complexe
palladium [ArPdXLn] (b). L’étape de transmission se produit en convertissant
I'halogénure de palladium [ArPdXLn] en présence de base RO (K2COs) en un
complexe nucléophile d’alcool palladium [ArPdORLN] (c) qui réagit ensuite avec un
composé organoboré neutre ArOB(OH)2 pour fournir le complexe diary [ArPdAOLN]
(d) dans un équilibre cis— trans. L’élimination réductrice de la forme cis donne le
dérivé diaryle Ar-Ar’(e) et Pd(0) (schéma 53). (HERVE et al. , 2014)

Schéma 52. Cycle catalytique de la réaction de couplage Suzuki-Miyaura

Pd'L, ——|PdoL, |

a
[Pd°L3]
Ar—Ar
r.l
Ar— Pld L TAr Pd Ar' Ar—Pd—X
L .
cis trans
RO'
B(OH),OR
Ar'B(OH), Pd—OR
“ RO |_ c
Ar'B(OH),R

Source : Hervé et al. (2014). Adapté
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4.3.2.7.Synthése de I'alcool en C3

La réduction se produit en présence de I'agent réducteur de borohydrure de
sodium (NaBH4) dans I'’éthanol. Le réactif est inséré dans la proportion molaire de 3
eéquivalents en raison d’une transestérification rapportée par Almeida, V. et al.
(2008), et la méthodologie est basée sur cette étude. L'agent réducteur a été ajouté
a 0 °C et en petites parties en raison de sa réactivité. Aprés 30 minutes, la réaction
s’est produite pendant encore 1,5 h a température ambiante, entrainant une
consommation totale d’isoxazole-ester et la formation de son dérivé alcool primaire.
Apres évaporation du solvant, 'exces de borohydrure de sodium a été éliminé par
extraction en solution saturée de NaCl et d’acétate d’éthyle. (ALMEIDA, V. et al. ;
2008) (schéma 54)

Schéma 53. Synthése de I'alcool isoxazolique_103.

NaBH, EtOH,

30mina0°C..15hata

68%

4.3.2.8.Synthése du mésylate 104

Cette étape consistait en la formation d’'un excellent groupe sortant, le
mésylate, qui a été obtenu par attaque nucléophile de I'hnydroxyle de l'alcool sur
chlorure de méthane sulfonyle (Schéma 55)(VASTRA; SAINT-JALMES, 2006). La
réaction s’est produite en 1h et en raison du faible rendement aprés purification par
colonne chromatographique, le produit a été utilisé brut, et la réaction a été effectuée

one pot.

Schéma 54. Synthése du mésylate d’isoxazole_104.
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chlorure de mésyle

TEA, THF,5°C..1hata

crude

Dans la premiére étape du mécanisme d’action se produit la formation du
carbonium primaire par la capture de I'un des hydrogénes du CHs du chlorure de
mésyle par la base de triettolamine. Ensuite, le chlorure est éliminé par la formation
de lintermédiaire sulféne. Sur cet intermédiaire se produit I'attaque nucléophile de

I'alcool et aprés réarrangement, il y a la formation de mésylate. (schéma 56)

Schéma 55. Mécanisme de formation du mésylate d’isoxazole 104.
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4.3.2.9.Synthése de I'isoxazole final 105
La formation du produit final, le diaryl-isoxazole avec I'amine tertiaire en C3
105 a été réalisée par réaction Sn2 (Schéma 57) en utilisant différentes amines
secondaires pour nucléophiles et I'acétonitriie comme solvant aprotique, formant a ce

jour 10 composeés distincts, comme le montre le Tableau 7, avec leurs rendements

respectifs.

Schéma 56. Synthése du diaryl-isoxazole avec I'amine tertiaire 105a-k.

NHR;R,,

ACN, t.a., 30 min
50-90%
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La purification a été réalisée par chromatographie sur colonne, dans un
mélange d’acétonitrile et de méthanol, et il est nécessaire d’utiliser 100% de
méthanol a la fin de la purification, en raison de la polarité élevée du produit formé
(Schéma 58).

Schéma 57. Mécanisme Sn2 pour la formation du produit final 105a-k.

- ok
Amino-isoxazole
R_Co. -
\/@Hs/:NHRN?z HOSO,CHj R. _NRiR,
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Mésylate

Tableau 7. Rendements des diaryl-isoxazoles synthétisés

=

I NR1R2
AN
| N
/
F
Composé NR1R:2 Rendement (%)
105a -N(CHj3)2 82
105b -NH2 48
105¢ -NHCH3 59
105d -NHCH2CH3 81
105e -NHCH2CH2CHj3 70
105f —N 0O 85
/
105 N NCH 54
1059 | 3
105h —N NH 82
7/
/\ OH
105i —N N—/_ 90
7/
105j — ) 40
OH
105k _NC>_/ 64
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Le composé_105a a été analysé de maniére représentative dans I'analyse de
la RMN "H, confirmant la formation de diaryl-isoxazole par la disparition du singulet a
6,8 ppm appartenant au H isoxazole, et deux signaux ont été vérifiés a 8,6 ppm (dl, J
= 3,6 Hz, 2H) et 7,4 ppm (d, J = 6,0 Hz, 2H), appartenant a la pyridine de la réaction
de Suzuki. Il y a aussi la présence de singlets dans 3,4 ppm (s, 2H) et 2,2 ppm (s, 3H)
appartenant respectivement a CH. et CH3z de 'amine tertiaire formée. Les signaux
correspondant au flurorobenzéne aromatique H4 sont observés a 7,5 ppm (dd, J =
5,6 Hz, 5,2 Hz, 2H) et a 7,0 ppm (t, J = 8,0 Hz, 2H) comme on peut le voir sur la
Figure 38.

Figure 38. Spectre RMN 'H (CDCls, 400 MHz) du composé isoxazole 105a
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Les 11 composés synthétisés ont été envoyés pour analyse biologique dans
des tests leishmanicides et des tests anticancéreux sous la direction du professeur

Teresinha Gongalves.
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5.CHAPITRE 3 - Evaluation du potentiel biologique des molécules
5.1.0bjectifs

5.1.1.0Dbjectif général

Evaluer l'activité antiparasitaire, anti-Trypanosoma cruzi et anti-Leishmania
des nouveaux dérivés synthétisés et la cytotoxicité de ceux-ci sur des cellules

cancéreuses humaines et cellules non cancéreuses.

5.1.2.0bjectifs spécifiques.

a - Evaluer I'activité anti-Leishmania des composés 105a-k et 4a-k par rapport aux

especes L. amazonensis et L. infantum, dans toutes les formes évolutives de
parasites;

b - Evaluer I'activité trypanocide des composés 105a-k et 4a-k par rapport a toutes

les formes évolutives de T. cruzi;
c - Evaluer la cytotoxicité des composés 105a-k et 4a-k contre les cellules
cancéreuses MCF-7, NCI-H292, Jukart et HT-29 et les cellules normales VERO.
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5.2.Méthodologie

5.2.1.Evaluation de I'activité anti-Leishmania

5.2.1.1. Essais avec des promastigotes de L. amazonensis et L. infantum

Formes promastigotes de L. amazonensis (souche WHO/00 LTB 0016) et L.
I'infantum (souche MHOM/MA/67/ITMAP-263) a été maintenu a 26 °C dans le milieu
de Schneider (Sigma) complété par 10 % de sérum feetal bovin (milieu complet). Les
parasites dans la phase exponentielle de croissance ont été utilisés dans toutes les
expériences. Pour le dosage de l'activité leishmanicide, les parasites ont été
comptés et dilués dans un milieu de Schneider compléte dans la concentration de 1
x 108 cellules/mL. Les parasites ont été incubés a 26 °C en présence de différentes
concentrations des composés (1,5 a 200 pg/mL) pendant 72 h. Les parasites incubés
uniquement avec le milieu de culture et avec le véhicule ont été utilisés comme
controle négatif. Aprés incubation, les puits ont été lavés et une solution de CPRG a
été ajoutée (500 uM, 0,5 % de Nonidet P-40 dans du PBS), suivie d’'une réincubation
pendant 10 minutes a 22 °C. L’absorbance a été lue a 570 nm dans le
spectrophotomeétre Thermo Scientifique Multiskan FC. L’activité leishmanicide des
composés a été vérifiée par la diminution du nombre de promastigotes dans les
cultures traitées par rapport a la culture contréle sans traitement. La miltéfosine a été
utilisée comme contréle positif. Les valeurs Clso ont été calculées par analyse de
régression a l'aide du logiciel GraphPad Prism. Chaque essai a été réalisé en double

exemplaire.

5.2.1.2.Essais avec des amastigotes de L. amazonensis et L. infantum

Pour cette évaluation, des macrophages RAW 264,7 (3 x 10° cellules/mL) ont
été incubés pour une adhérence pendant 1 h, a 37 °C et une atmosphére avec 5 %
de CO.. Aprés cette premiére incubation, des promastigotes de L. amazonensis et L.
infantum ont été ajoutées en proportion de 15 parasites/macrophages, pendant une

période de 6 h, a 37 °C et 5 % de CO.. Les parasites non internalisés ont été
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éliminés par lavage et la culture a été incubée a nouveau en présence de différentes
concentrations des composés (3,125 a 100 pg/mL) pendant 24 h, a 37 °C et 5 % de
COs.. Les amastigotes incubés uniquement avec un milieu de culture et la miltéfosine
ont été utilisés comme contréle négatifet positif, respectivement. Apreés incubation,
les puits ont été lavés et une solution de CPRG a été ajoutée (500 uM, 0,5 % de
Nonidet P-40 dans du PBS), suivie d’une réincubation pendant 18 h a 22 °C.
L’absorbance a été lue a 570 nm dans le spectrophotométre thermo scientifique
multiskan FC. L’activité leishmanicide des composés a été vérifiée par la diminution
du nombre d’amastigotes intracellulaires dans les cultures traitées par rapport a la
culture contréle sans traitement. Les valeurs Clsp ont été calculées par analyse de
régression a l'aide du logiciel GraphPad Prism. Chaque essai a été réalisé en

double exemplaire.

5.2.2.Cytotoxicité

La cytotoxicité des cellules de mammiféres a été évaluée par des tests MTT.
Ce test est basé sur la réduction des sels de tétrazolium jaune par les réductases
mitochondriales des cellules métaboliquement actives. Des cristaux de formazan se
forment a l'intérieur de ces cellules, quidoivent étre lissés pour la solubilisation et
I'analyse ultérieure par spectrophotométrie. Etant donné que la quantité de formazan
produite est directement proportionnelle au nombre de cellules viables, plus la
viabilité cellulaire est élevée, plus la proportion de réduction du MTT est élevée et
plus I'absorbance est grande.
Les fibroblastes de la lignée L929 ont été plaqués dans des plaques de 96 puits, a
fond droit et incubés pendant 24 h, a 37°C et sous atmosphére avec 5% de COo,
pour ladhérence. Aprés ce temps, les composés ont été ajoutés a des
concentrations de 6,25 a 200 pg/mL et incubés a nouveau pendant une période de
48h. Les puits n’ont été utilisés qu’avec un milieu de culture comme contrdéle négatif.
Aprés incubation, 25 uyL de MTT (3-(4,5-diméthylalyzole-2-il)-2,5-bromure
diphenylthétrazolium ont été ajoutés a 5 mg/mL dans le PBS, suivis d’'une nouvelle
incubation pendant 2h, a 37°C et sous lumiere. Une partie du milieu de culture ainsi
que le reste du MTT ont été aspirés et 100 yL de DMSO ont été ajoutés par puits
pour la solubilisation des cristaux de formazan résultant de la réduction du MTT.

L’absorbance a été lue a 570 nm dans le spectrophotométre thermo scientifique
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multiskan FC. La concentration cytotoxique pour 50% de la culture (CCso) a été
déterminée par une analyse de régression par un logiciel GraphPad Prism. Chaque

essai a été réalisé en double exemplaire.

5.2.3. Essais in vitro et in vivo pour l'identification de composés avec activité anti-
Trypanosoma cruzi

5.2.3.1.Dosage anti-Trypanosoma cruzi utilisant la souche Tulahuen-3 -galactosidase

Le dosage de la B-galactosidase développé par Buckner et al(1996), avec des
modifications (Rodeha et al., 2010), utilise la souche Tulahuen de T. cruzi qui
exprime le géne Escherichia coli béta-galactosidase et a été utilisé pour déterminer
I'activité trypanoccidaire des composeés. Brievement, pour la réalisation des essais,
les fibroblastes de souris L929 ont été semés dans des plaques de 96 puits et
incubés pendant 24 heures a 37 °C pour 'adéation et 'infection ultérieure avec 10
parasites / cellules. Aprés 2 h, le milieu contenant les parasites extracellulaires a été
remplacé par un nouveau milieu et la plaque a de nouveau été incubée a 37 °C
pendant 48 heures. Apres cette période, le milieu de culture a été remplacé par un
nouveau milieu, en plus des composés a des concentrations décroissantes, a partir
de 100 pg/mL, jusqu’a ce que Clso soit atteint. Aprés 96 heures d’incubation, le
substrat CPRG a été ajouté, la plaque a été incubée a 37 °C et la lecture a été
effectuée apres 16-20 h dans un spectrophotometre a I'aide d’un filtre de 570 nm. Le
benznidazole dans sa Clso (1 g/mL = 3,81 Mpu) a été utilisé comme contrble positif.
Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition de la croissance
parasitaire. Les Clso sur les formes amastigote et trypanomastigote de T. cruzi ont

été déterminées par interpolation linéaire.

5.2.3.2. Dosage de cytotoxicité sur des cellules vertébrées

Les composés ayant une activité trypanocide identifiés dans le test avec la
souche Tulahuen transfectée avec la B-galactosidase ont été testés contre des
cellules L929 pour la détermination de la cytotoxicité (Rodeha et al., 2010). La
viabilitt des cellules soumises aux traitements a été déterminée a [laide

del'indicateur de viabilité des cellules alamarBlue TM. Les échantillons ont été testés
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a des concentrations croissantes de le Clso trouvé sur le parasite, en utilisant le
méme nombre de cellules, le méme temps de développement cellulaire et le méme
temps d’exposition aux composés utilisés dans le test de la béta-galactosidase.
Aprés I'ajout d’alamarBlue™, la plaque a été incubée pendant 4 a 6 h et la lecture a
ete effectuée a 570 et 600 nm. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de
différence dans la réduction entre les cellules traitées et non traitées. Les CCso sur

les cellules L929 ont été déterminés par interpolation linéaire.

5.2.3.3 Détermination de I'indice de sélectivité

L’indice de sélectivité (I1S) est utilisé pour définir les composés qui doivent étre
testés dans des essais in vivo. Il est déterminé au moyen du rapport CCso sur L929 /
ICso sur T. cruzi. Seuls les composés dont I'lS est = 50 sont recommandés pour les

essais in vivo (Roha et al., 2010).

5.2.3.4 Toxicité aigué chez la souris

Afin de déterminer la dose maximale tolérée (DMT) des composés
sélectionnés pour les essais in vivo, deux souris suisses ont été utilisées pour
chaque composé, un male et une femelle, non infectés, a I'dge de six semaines. Le
jour 1, chaque souris a été administrée, par voie orale ou intrapéritonéale, a des
doses croissantes et toutes les 2 heures, les composés dissous dans du DMSO et
dilués dans un tampon phosphate-solution saline (PBS) avec 20% de PEG 400 et
0,05% Tween 80. La dose initiale était de 5 mg/kg. Aprés 2 h, une dose
supplémentaire de 15 mg/kg a été administrée (entrainant une dose accumulée (MA)
de 20 mg/kg). Aprés 2 h, une nouvelle dose de 30 mg/kg a été administrée (DA = 50
mg/kg). Apres 2 heures supplémentaires, 50 mg/kg (DA = 100 mg/kg), et enfin apres
2 h supplémentaires, 100 mg/kg (DA = 200 mg/kg) ont été administrés. Le jour 2, les
souris ont été inspectées pour détecter les signes cliniques toxiques et sous-toxiques
conformément aux régles de I'Organisation de coopération et de développement
économiques (OCDE) (Walum, 1998). Plus tard, ces composés seront testés chez
des souris infectées par la souche Y de T.cruzi, en utilisant la DMT.

Cette méthodologie devait étre approuvée par un comité d’éthique avec la
numérotation suivante : CEUA IAM/FIOCRUZ numéro 162/2020.
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5.2.4. Activité cytotoxique sur les cellules tumorales

Les lignées cellulaires humaines utilisées étaient : NCI-H292 (carcinome
épidermoide du poumon), MCF-7 (cancer du sein humaine), Jurkat (leucémie aigué
a cellules T humaine), HT-29 (cancer du cOlon humaine) maintenus dans le
laboratoire de culture cellulaire du Département des antibiotiques, UFPE. Le criblage
anticancéreux in vitro des composeés synthétisés a été effectué a l'aide de la
méthode MTT, le bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
(ALLEY, M.C., 1983; MOSMANN, 1983). Les lignes cellules ont été plaquées a la
concentration appropriée pour chaque type de cellule, étant maintenues a 370 °C
dans une atmosphére humide enrichie de 5% de CO.. Les composés ont été
solubilisés dans le DMSO (1 %), puis dilués en série dans le milieu de culture et
plaqués a la concentration unique finale de 25 ug/mL et incubés pendant 72 h. Apres
cette période, 25 pL de MTT (5 mg/mL) ont été ajoutés et aprés 3 h d’'incubation, le
milieu de culture a été aspiré et 100 yL de DMSO ont été ajoutés a chaque puits.
L’absorbance a été mesurée dans un lecteur de microplaques a la longueur d’onde
de 560 nm et le pourcentage d’inhibition calculé. Aprés le dépistage initial, les
dérivés qui ont montré une inhibition de la croissance cellulaire supérieure a 75% ont
été testés a plusieurs concentrations pour déterminer la concentration qui inhibe 50%
de la prolifération cellulaire (Clso). Le pourcentage d’inhibition, le CI 50 et les
intervalles de confiance (IC a 95 %) ont été calculés dans graphpadprism 5.0. Les

expériences ont été réalisées en trois exemplaires dans trois essais indépendants.

5.3.Résultats et discussion

5.3.1.Activité leishmanicide et cytotoxicité

La détermination de [Iactivité leishmanicide contre Jles especes L.
amazonensis et L. infantum ainsi que la détermination de la cytotoxicité contre les

fibroblastes de la souche L929, en double.

5.3.1.1.Série diaryl-isoxazole (Série 105a-105k)
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Les résultats obtenus dans la détermination de la concentration inhibitrice
50 % (Clso) contre les espéces L. amazonensis et L. infantum (formes promastigote
et amastigote) et de la concentration cytotoxique de 50 % (CCso) contre les
fibroblastes des souches L929 de la série de composés diaryl-isoxazoles 105a-105k
sont présentés dans le Tableau 8.

Tableau 8. Activité in vitro leishmanicide (Clso) de la série diaryl-isoxazole 105a-105k et sa
cytotoxicité (Clso) et son indice de sélectivité (IS).

Activité leishmanicide (M)

L929 L. amazonensis L. Infantum
A 1
Composeé R fibroblaste promastigote amastigote promastigote amastigote
CCso Clso (1S) Clso (IS) Clso (1S) Clso (I1S)
2015 212 193,7 222,3 192
1032 “N(CHo). (0,95) (1,04) (0,90) (1,10)
23,8 155,2 53,5 125,2
105b “NH2 2633 (11,0) (1,69) (4,90) (0,19)
191 68,1 221,7 102
105¢ “NHCH, 299.7 (1,56) (4,40) (1,35) (1,87)
168,8 72,6 1991 103,9
105d -NHCH2CH3 86,8 (0.51) (1,19) (0,43) (1,62)
85,4 30,8 76,1 50,4
105e -NHCH2CH2CH3 129,1 (1.51) (4,19) (1,69) (1,69)
/ \ 124.6 168 139,7 166,2
_N O t H 3
105¢ _/ 1294 (1,03) (0,77) (0,92) (0,74)
/- \ 53,6 34.6 64,4 411
—N N H ) 3 ) b
1059 \_NCHs 2313 (4,31) (6,68) (3,59) (1,30)
/ \ 71,5 21,9 113,5 24 2
—N NH t 3 t 3
105h _/ 163,1 (2,28) (7,44) (1,43) (2,95)
. /— \ _/_OH 39,5 72,4 50,5 77,1
108 —N_ N 124,5 (3,15) (1,71) (2,46) (0,51)
. 37,9 54,2 421 88,9
105i C> L (2,75) (1,92) (2,47) (0,42)
105k OH 066 144.2 121.1 178 139,9
—= —N ’ (0,66) (0,79) (0,54) (1,03)
e s ) 10,1 6,9 17,2 1,7
Miltéfosine - 60,8 (6,02) (8.81) (3,53) (5,94)

Tous les composés diaryl-isoxazoles étaient inactifs contre les espéces L.
amazonensis et L. infantum, a la fois sous forme de promastigote et d’amastigote.
Les concentrations les plus faibles enregistrées ont été trouvées avec les molécules

105b, avec Clso de 23,8 uM contre la forme promastigote de L. amazonenses, et
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105h contre la forme amastigote, avec Clso de 21,9 uM pour L. amazonensis et 24,2
uM pour L. infantum, toutes les autres valeurs étant supérieures a celles-ci.

La concentration cytotoxique 50% (CCso) contre les fibroblastes de la lignée
L929 a mis en évidence des composés de la série a faible cytotoxicité, avec toutes
les valeurs supérieures a la miltéfosine, un médicament de référence dans le test

antileishmanien.

5.3.2.Activité anti-T. cruzi et cytotoxicité

La détermination de l'activité anti-T. cruzi a été effectuée a l'aide de la souche
Tulahuen de T. cruzi et la détermination de la cytotoxicité contre les fibroblastes a
I'aide de la souche L929 (en utilisant la méthode alamarBlue™). Les essais ont été

effectués en utilisant une concentration quadruple de chaque composé.

5.3.2.1.Série Diaryl-isoxazole (Série 105a-105k)

Les résultats obtenus dans la détermination de la concentration inhibitrice de
50% (Clso) contre les formes trypomastigote et amastigote, ainsi que de la
concentration cytotoxique de 50% (CC50) par rapport aux fibroblastes L929 de la
série de composeés diaryl-isoxazoles 105a-105k sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9. Activité anti-T. cruzi (Clso) in vitro de la série diaryl-isoxazole (105a-105k) et sa
cytotoxicité (CCso) et son indice de sélectivité (1S)

L929 Trypanosoma cruzi IS
Comp. R fibroblaste trypomastigote/amastigote
CCso (M) Clso (M) CCos0/Clso
105a -N(CHa)2 >336,33 67,94+17,2 >49
105b NH- >371,37 28,22+26,4 >13.1
105¢ -NHCH3 >352,98 121,07+22,6 >29
105d -NHCH2CH3 >336,33 297,99+0,0 >1,1
105e -NHCH2CH2CHjs 321,18 59,74+27,6 5,4
105f —N @] >294,67 104,90+48,0 >2,8
_/
105 N NCH 283,76 171,6818,8 1,6
J— > + , > )
1Uog \ 3 ) ,
105h —N NH 295,53 95,75+8,0 3,1
__/
/—\ OH
105i N N~ >261,49 195,33£1,0 >1,3
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105j — ) 296,39 46,83+10,4 6,3
OH
105k _NC>_/ >272,17 109,68+16,6 >25
Benznidazole - 2401,54 3,81 630

Parmi les composés testés, seul le 105b a montré une activité anti-T. cruzi,
avec une Clsp de 28,2 uyM. Tous les autres de la série 105a-105k étaient peu
puissants pour cette activité.

Pour le test de cytotoxicité sur fibroblastes, I'ensemble des composés est
resté non toxique. Méme sans activité trypanocide significative, 105b présentait la
valeur de Clso inférieur (28,2 uM), avec R' = NH2. En analysant le schéma de
substitution de R', il n'a pas été possible de déterminer une relation de structure

d’activité (RSA) puisque les composés sont restés inactifs.

5.3.2.2.Série isoxazoline aza-bicyclique (série 4a-4k)

Les résultats obtenus dans la détermination de la concentration inhibitrice de
50% (Clso) contre T. cruzi en utilisant les formes évolutives tryomastigote et
amastigote et ceux obtenus dans la détermination de la concentration cytotoxique
50% (CCso) contre les fibroblastes de la lignée L929 de la série de composés
hybrides isoxazolines aza-bicycliques/thiazoles 4a-4k et les thiosemicarbazones

isoxazolines 83a-83f sont présentés dans le Tableau 10.
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Tableau 10. Activité anti-T.cruzi (Clso) in vitro de la série des isoxazolines aza-bicycliques
(4a-4k) et de sa cytotoxicité (CCso) et de son indice de sélectivité (IS).

L929 T. cruzi IS
Composés R R? Fibroblaste  trypomastigote/amastigote CCeo/Cl
CCso (UM) Clso (UM) S0T80
4a p-Cl p-NO2 >201,58 3,310,1 >62,5
4b p-Me p-NO2 >210,03 6,09+4,8 >34,5
4c p-Me p-Cl >107,50 45,80+19,1 >23
4ad p-Me p-F >222,65 11,13+10,2 >20
de p-Cl p-Cl >206,16 6,39+0,4 >32,2
af p-Cl p-F >213,18 5,5410,0 > 38,5
49 p-NO2 p-NO2 >197,20 4,14+0,6 > 47,6
4h p-NO2 p-Cl >201,58 1,19+0,0 > 169,5
4i p-NO2 p-F >208,29 4,06+0,1 >51,3
4j p-F p-NO2 >208,29 5,62+1,2 >37
4k p-tBu p-NO2 >192,99 0,29+0,0 > 666,7
83a p-Cl - >284,85 74,6318,8 >3,8
83b p-Me - >302,01 73,09161,6 >4,1
83c p-NO2 - >276,18 83,96+0,6 >33
83d p-F - >298,43 169,51+56,4 >1,8
83e p-tBu - 142,57 8,31+9,6 17,2
83f p-OMe - >288,09 137,42161,4 >2,1
Benznidazole - - 2401,54 3,84+0,0 630

La série d’hybrides isoxazoline aza-bicyclique/thiazole a montré d’excellents
résultats pour l'activité anti-T. cruzi. Comme vérifié dans le Tableau 10, les
Selon Romana et al. (2010), les composés dont la sélectivité (IS) est supérieure ou
égale a 50 sont recommandés pour les essais in vivo. Ainsi, les hybrides_ 4a, 4h, 4i et
4k ont été choisis pour la séquence d’études anti-T. cruzi in vivo.

Parmi les hybrides sélectionnés pour I'évaluation in vivo, le 4k, avec le radical
tert-butyl (tBu) en R' et le nitro (NO2) en R?, a montré une puissance plus élevée

dans l'activité tryptanocide, avec un Clso de 0,29 u M, en plus d’'une sélectivité
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supérieure a 666,7. Cette valeur était supérieure a celle du benznidazole (IS = 630),
un médicament de référence dans les tests in vitro et in vivo.

Parmi les trois autres hybrides sélectionnés pour I'évaluation in vivo, 4a, 4h, 4i,
(R' = p-NO2 /R? = p-Cl) présentait la deuxiéme valeur la plus basse de Clso (1,19 uM),
étant un isomére de position de I'hybride 4a (R' = p-Cl / R? = p-NOy), la troisiéme
valeur la plus basse de Clso (3,23 nM), mais il y a une baisse de sélectivité de 2,5
fois (4a_ IS > 62.5). En observant I'hybride_4k, il est possible de vérifier que la
présence du radical tert-butyl (tBu) en R' est responsable de I'activité trypanocide
mise en évidence, étant 11 fois plus puissante que I'hybride 4a (R1 = p-ClI).

L’hybride 4i (R"= p-NO- / R2 = p-F), également choisi pour I'évaluation in vivo,
présentait un Clso = 4,06 uM et IS > 51,3. Par rapport a 4h (R'= p-NO2 / R? = p-Cl) il
y a un changement de R? = p-Cl a R? = p-F, générant une diminution de puissance
de 3 fois, par rapport a la Clso.

L’hybride 4j (R'" = p-F/R? = p-NO-) avait une Clso de 5,62 uM (IS > 37) étant
moins puissant par rapport a son isomére de position, hybride 4i (R = p-NO_ /R? = p-
F). Malgré cela, 4j a montré une activité anti-T. cruzi puissante. L’hybride 4¢c (R'= p-
Me/R2 = p-Cl) a montré une activité réduite avec Clso de 45,80 uM, valeur 4 fois
supérieure a 4d (R' = p-Me/R? = p-F), qui a montré une valeur élevée de Clsp 11,13
uM.

Les précurseurs thiosemicarbazones 83a-83f ont également été testés, étant
peu puissants dans I'essai pour évaluer l'activité trypanocide, a I'exception de 83d,
qui présentait Clso de 8,31 M. Les autres présentaient Clso > a 70 uM, étant vérifié
que la présence du groupe thiazole est essentiel pour I'activité antichagasique dans
tous les hybrides, générant une potentialisation de I'activité pour 83d, comme vérifié
dans 'hybride 4k.

5.3.2.3.Détermination de la dose maximale tolérée (DMT)

Avant de procéder a I'évaluation in vivo des composés 4a, 4h, 4i et 4k, le test
DMT a été effectué, vérifiant qu’il n’y avait aucun signe de toxicité a la concentration
égale a 200 mg/kg par voies orale et intrapéritonéale, ce qui a révélé une faible

toxicité de ces composés chez la souris.
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Les résultats de l'activité cytotoxique contre les cellules tumorales sont décrits

dans les documents suivants Tableau 11.

Tableau 11. L’activité cytotoxique des composés_4a-4k et 83a-83f, contre les cellules
normales et cancéreuses représentée en pourcentage d’inhibition de la croissance. Les
valeurs représentent le pourcentage d’inhibition de la croissance cellulaire avec 72 h

VERO MCF-7 NCI-H292 Jukart HT-29
Comp. R’ R?
Inhibition % de la croissance cellulaire + écart-type (SD)

4a p-Cl p-NO2 34,7+3,9 45,2+0,3 60,6+4,9 77,310,3 49,4122
4b p-Me p-NO2 60,6+4,1 21,7+2,0 47,2+1,1 69,0+1,9 41,516,2
4c p-Me p-Cl 41,8%1,0 53,2+4,9 60,5+3,7 72,4148 69,5+1,3
4ad p-Me p-F 48,3+1,7 51,3+1,9 62,2+1,2 59,6+2,9 51,240,3
de p-Cl p-Cl 38,3+1,3 48,5+4,0 70,8+1,3 55,516,5 66,8147
af p-Cl p-F 35,36,2 446+2,0 58,4+0,08 87,0+0,9 54,5+0,7
4q p-NO2 p-NO2 49,1+1,4 55,0+4,3 71,113 45,8+7,6 47,745,6
4h p-NO2 p-Cl 46,4+3,1 70,0+1,0 86,8+1,4 44,7+6,5 67,4122
4i p-NO2 p-F 52,4+0,6 31,8+2,8 70,6123 58,915,5 38,7+2,8
4j p-F p-NO2 51,241 44,0+2,5 54,1+1,8 54,7+1,2 69,7+0,8
4k p-tBu p-NO2 42,2+1,7 41,3121 57,2423 28,5+2,1 44,15,5
83a p-Cl - 46,5+2,5 21,5+0,2 20,5+4,8 9,145,5 251427
83b p-Me - 45,2+1,1 24,9+3,6 4,612,4 44,9+3 4 10,44,3
83c  p-NO: - 37,8+1,5 10,4+1,9 27,1+1,8 *N.A 19,9424
83d  p-tBu - 17,3+4,9 23,0+1,7 36,8+2,8 *N.A 3,44,0
83e p-F - 26,6+2,4 15,613,1 27,114 *N.A 29,1451
83f p-OMe - 45,2+1,5 45,3+0,9 20,8+3,2 30,4+18,5 20,1145

Doxorubicine 33,4114 94,5+0,6 92,0+1,6 81,443,7 66,6+0,8

d’incubation.
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Cellules NCI-H292 (carcinome pulmonaire épidermoide), MCF-7 (cancer du sein), Jurkat (leucémie
aigué a cellules T), HT-29 (cancer du célon), L929 (fibroblastes murins) et VERO (rein de singe).
Concentration unique = 25 pg/mL

*N.O. = Non actif

Pour le screening initial , une échelle d’intensité a été utilisée pour évaluer le
potentiel cytotoxique des échantillons testés : Echantillons présentant une activité
élevée (inhibition de 91 a 100 %), une activité modérée (inhibition de la croissance
cellulaire allant de 70 a 90 %), une faible activité cytotoxique (inhibition de la
croissance de 51 a 69 %) et sans activité (inhibition de la croissance inférieure a
50 %) (RODRIGUES et al., 2014).

Pour les cellules MCF-7, aucun des hybrides n’a présenté une activité
inhibitrice supérieure a 75%, avec la valeur la plus élevée de 70% pour 4h. Pour la
lignée cellulaire de Jurkat, les composés 4a et 4f présentaient un pourcentage
d’'inhibition de 77 % et 87 %, respectivement, et 4f a été sélectionné pour la
détermination de Clso, ce qui a donné une Clso de 7,15 uM contre les cellules Jurkat,
inférieur a la doxorubicine (Clso = 13,06 uM). L’hybride 4h présente une Clso de 0,96
MM contre la lignée cellulaire NCI-H292 (doxorubicine, Clso = 0,46 uM).

Pour la lignée cellulaire HT-29, quatre composés présentaient un pourcentage
similaire d’'inhibition : 4c, 4e, 4h et 4j avec une inhibition moyenne de 67%, les autres,
une inhibition plus faible.

Concernant les résultats sur les composés dans la cellule normale VERO,
aucun composé n'a montré une cytotoxicité pertinente, selon la classification de
Rodrigues et al. (2014). Pour I'étude cytotoxique initiale contre des cellules normalles,
le souche VERO a été testée. Dans les résultats présentés, il est intéressant de
noter le faible pourcentage d’inhibition pour les composés 4f et 4k, qui étaient
respectivement de 24% et 17%, démontrant une faible cytotoxicité contre les cellules
saines. Le composé 4h, qui a montré une activité antitumorale contre NCI-H292 (Clso
= 0,96 uM), a montré une cytotoxicité élevée par rapport a L929, avec un
pourcentage d’inhibition de 77%, mais face a la lignée VERO, il y avait une
diminution significative a 46%.

Quant aux thiosemicarbazones testées, aucune n’a présenté une activité

inhibitrice supérieure a 56%. En observant les resultats, est possible de vérifier que
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le noyau thiazole a favorisé une augmentation de l'activité cytotoxique chez les
hybrides formés 4a-4k, démontrant un role important de cette activité, par rapport au

précurseur 83a-83f, les thiosemicarbazones hybrides.

6.CONCLUSIONS

La synthése proposée dans ce projet a pu étre réalisée avec succés pour les
deux séries, a savoir I'hybride isoxazoline/thiazole 4 avec un espaceur hydrazone et

le systéme diaryl-isoxazole 105.

I
=
=
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Les hybrides originaux A?-isoxazoline/thiazole 4a-k ont été synthétisés,
totalisant 11 hybrides, et élucidés par spectroscopie de RMN 'H et 3C
unidimensionnelle et bidimentionelle et IR-FT, démontrant l'efficacité synthétique
dans l'obtention de nouveaux composés par cette voie, a travers les réactions de
cycloaddition 1,3-dipolaire entre le CEFNO et les enamides endocycliques substitués.
L’utilisation du MnQOs4 activé pour la formation d’aldéhydes a été efficace avec des
rendements similaires a ceux de la réaction de Swern, en plus d’avoir comme
avantage la praticité de la réaction. Les thiosemicarbazones synthétisées ont
également vu leurs structures élucidées par RMN et IR-FT, et ont également été

soumises a des évaluations biologiques. L’analyse de masse est toujours en cours.

De la série de diaryl-isoxazoles, 11 composés 105a-k et le composé 96 ont
été synthétisés et caractérisés par les spectroscopies de RMN 'H et 3C
unidimensionnelle et bidimentionelle et IR-FT et par spectrométrie de masse, en plus
de ses propriétés physicochimiques déterminées. Parmi les voies synthétiques

testées, la cyclisation des B-céto-énols a été celle qui a fourni les meilleurs
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rendements dans la série 105, formant des structures ou le cycle pyridine est en C4
du cycle isoxazole. Pour la série 96, la méme voie synthétique n’a pas favorisé la
formation du noyau de l'isoxazole, il est possible d’obtenir par voie de cycloaddition
1,3-dipolaire entre l'oxyde de carboxyéthoxyformonitriie (CEFNO) et la 4-
ethynylpyrridine, catalysée par le cuivre, formant du diaryl-isoxazole avec de la
pyridine en position C5 du cycle, mais avec de faibles rendements, ce qui ne justifiait
qu'un composé synthétisé final. Plusieurs autres tentatives ont été faites pour
contourner la réactivité de la pyridine dans les réactions, mais sans succés, dans ce

travail.

Pour I'évaluation de l'activité du leishmanicide in vitro, seuls les composés de
la série diaryl-isoxazole ont été soumis a I'activité contre les formes promastigoste et
amastigote des espéces L. amazonensis et L. infantum. Le résultat a été exprimé par
Clso des composés, étant inactifs par rapport aux formes évolutives des especes
testées. L’évaluation cytotoxique contre les fibroblastes L929 a démontré une faible
cytotoxicité de la série diaryl-isoxazole avec des valeurs CCsg supérieures a celles de

la miltéfosine.

Pour I'activité in vitro anti-T. cruzi, les deux séries, diaryl-isoxazole 105a-105k
et A’-isoxazoline/thiazole 4a-4k, ont été soumises au test contre les formes
trypomastigote et amastigote de la souche Tulahuen de T. cruzi, évaluant la
diminution de la charge parasitaire, de maniére conjointe, dans les deux sens, en
mimant ce qui se passe chez I'héte vertébré. L'évaluation de la cytotoxicité visait des
cellules non infectées, c’est-a-dire des fibroblastes de la lignée L929.

L’évaluation anti-T. cruzi de la série diaryl-isoxazole a été exprimée en Clso,
démontrant linactivité des composés ou une faible activité lorsqu’il s’agit de 105b.
Ces composés ne présentaient pas de cytotoxicitt méme a la concentration
maximale testée et d’autres essais devraient étre effectués pour déterminer cette
évaluation. Pour la série AZ-isoxazoline/thiazole, les composés ont montré une
activité trypanocide puissante sans cytotoxicité pour la concentration maximale
testée. Les valeurs de Clso, avec les données obtenues, ont permis de choisir les
composeés 4a, 4h, 4i et 4k pour I'évaluation in vivo, avec un IS de 4k supérieur au
benznidazole et sa Clsp 13 fois supérieure au médicament de référence. Pour

poursuivre I'évaluation in vivo, la dose de tolérance maximale a été déterminée, en
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vérifiant la non-toxicité des composés 4a, 4h, 4i et 4k méme a une concentration de
200 mg/kg.

Les composés des séries isoxazoline aza-bicycliques 4a-4k et 83a-83f ont été

soumis a une évaluation antitumorale contre les cellules cancéreuses des souches
NCI-H292 (épidermoide pulmonaire du carcinome du mucus), MCF-7 (cancer du
sein), Jurkat (leucémie aigué a cellules T), HT-29 (cancer du cbélon) et VERO. Pour
les cellules cancéreuses, le composé 4f présente une 1Cso de 7,15 uM contre les
cellules de Jurkat et I'hybride 4h a présenté une Clso de 0,96 uM contre la lignée
cellulaire NCI-H292.

En général, 2 nouvelles séries chimiques, les isoxazolines aza-bicycliques et
diaryl-isoxazoles ont été synthétisées, totalisant 29 molécules finales, dont certaines
présentaient des activités cytotoxiques contre les cellules cancéreuses et l'activité

anti-T. cruzi pour la série isoxazoline aza-bicyclique.
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APENDICE R — HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4c — RMN '3C 150 MHz
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APENDICE V - HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4e — RMN "3C 150 MHz
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APENDICE X — HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4f — RMN '3C 150 MHz
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APENDICE Z — HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4g — RMN "3C 150 MHz
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APENDICE AB - HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4h — RMN '3C 150 MHz
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APENDICE AD — HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4i — RMN **C 150 MHz
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APENDICE AF — HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4j — RMN "3C 150 MHz
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APENDICE AH — HIBRIDO ISOXAZOLINA/TIAZOL 4k — RMN '3C 150 MHz
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APENDICE AJ — DIARIL-ISOXAZOL 105a — RMN '3C 100 MHz
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APENDICE AL — DIARIL-ISOXAZOL 105b — RMN '3C 100 MHz
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APENDICE AP — DIARIL-ISOXAZOL 105d — RMN "3C 100 MHz
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APENDICE AW — DIARIL-ISOXAZOL 105h — RMN "H 400 MHz
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APENDICE AX — DIARIL-ISOXAZOL 105h — RMN "3C 100 MHz
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APENDICE BD — DIARIL-ISOXAZOL 105k — RMN "3C 100 MHz
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FCH-18BV.32 HSQC CDC13
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APENDICE BN — DIARIL-ISOXAZOL 100 — RMN 'H 400 MHz
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APENDICE BP - DIARIL-ISOXAZOL 101 — RMN 'H 400 MHz
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APENDICE BQ - DIARIL-ISOXAZOL 101 — RMN '3C 100 MHz
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APENDICE BR - DIARIL-ISOXAZOL 101 — RMN DEPT
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APENDICE BT — DIARIL-ISOXAZOL 101 — RMN HSQC

FCH 41 1H CDC13

l. h\_l Ppm

e

BERERE
LT
5

'ELL]

FEELEL

t ) ~100

-120

¥5 70D 65 60 55 50 45 40 35 30 25 320 15 ppm



396

APENDICE BU — DIARIL-ISOXAZOL 101 — RMN HMBC
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