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RESUMO

A procura por novos agentes com acdo antifungica esta se intensificando nos ultimos anos. A
incidéncia de infec¢des fungicas causadas por espécies do género Candida sp tem aumentado
consideravelmente, principalmente em pacientes imunocomprometidos, nos quais podem
apresentar gravidade. Por esse motivo, hd uma intensa busca por novas substancias com
atividade antifungica concomitante com pesquisa de novos alvos farmacologicos. A proteina
H*-ATPase presente na membrana plasmatica dos fungos é um novo alvo promissor, ja que é
exclusiva de células fangicas. O Ebselen, mostrou ser um bom inibidor de H*-ATPase, sendo
utilizado em alguns estudos como padréo de inibi¢do dessa enzima. O eugenol, presente nos
Oleos essenciais de varias espécies vegetais é conhecido por apresentar diversas propriedades
bioldgicas, incluindo acdo antifingica, a qual também parece estar relacionada a inibicéo
desta ATPase microbiana. Soma-se a isso, 0 fato das 1,2-benzisoxazolin-3-onas, serem uma
classe pouco explorada quanto ao seu perfil de acdo bioldgica. Nesse contexto, foram
planejados e sintetizados por hibridizacdo molecular seis derivados benzisoxazolindnicos do
eugenol e substancias correlatas. Destes, quatro sdo ineditos, sendo que nenhum deles foi
explorado quanto ao potencial antifingico. Os produtos planejados foram sintetizados por
meio de procedimentos sintéticos classicos, tendo em comum as etapas finais de formagéo de
intermediarios do tipo &cido hidroxamico seguido de ciclizacdo as benzisoxazolinonas via
reacdo de Mitsunobu. Os produtos finais foram caracterizados pelos métodos
espectrométricos usuais. Na sequéncia, os produtos finais, bem como intermediarios de
sintese, foram avaliados quanto a sua atividade antifungica in vitro frente a espécies de
Candida spp. por meio de testes de microdiluicdo. Adicionalmente, os produtos mais
promissores tiveram avaliados seus perfis de citotoxidade para determinacdo do indice de
seletividade. Os testes revelaram que todos 0s compostos sintetizados apresentam atividade
antifungica superior a do eugenol. As N-fenilbenzisoxazolinonas (18, 19 e 20) foram as mais
promissoras, apresentando, em alguns casos, valores de 1Csy comparaveis ou até igual ao do
farmaco fluconazol contra as espécies C. krusei e C. glabrata. O composto 19 apresentou um
ICso de 142 uM frente a C. krusei, valor esse bem proximo ao alcancado pelo fluconazol (104
uM), sendo também o Unico hibrido planejado que se mostrou fungicida. O produto de
hibridizacdo 18, alvo do planejamento desse trabalho, foi o mais ativo contra C. glabrata com
um Clso de 53 uM. Ele obteve um indice seletividade bom (IS 3,4) e sua poténcia foi igual a

do fluconazol (Clsp 52 uM). Essa classe de heterociclos é ainda pouco explorada e mostrou ter



atividade antifangica, sendo passivel de alteragdes estruturais para otimizacdo dessa atividade

biologica.

Palavras-chave: Antifungicos. Eugenol. Benzisoxazolinonas. Hibridizagcdo Molecular.



ABSTRACT

The incidence of fungal infections caused by Candida spp. has increased considerably,
especially in immunocompromised patients, who may present gravity. The most widely used
antifungal agents in the treatment of these infections are amphotericin B and azole. However,
resistence to drugs and severe side effects limit the success of therapeutics. For these reasons,
there is an intensive search for new substances with antifungal activity, mainly those acting in
new molecular targets. Ebselen, a seleno-organic compound is a good inhibitor of H-ATPase,
an essential and unique yeast enzime. On the other hand, eugenol is a natural product present
in the essential oils of several plant species, especially in clove, is and it known for its various
biological properties, including antifungal action, which also seems to be related to inhibition
of this microbial ATPase. Likewise, of benzisoxazolinones, are heterocycles chemically
similar to ebselen, but relatively little explored as bioactive compounds. In this context, we
describe here the design and synthesis of benzisoxazolinones derived from eugenol (our
related substances) and ebselen, planned according to molecular hybridization strategy. They
were synthesized by classical synthetic procedures and the final step consisted cyclization in
hydroxamic acids into benzisoxazolinone via Mitsunobu reaction. The final products were
obtained with yields ranging from 5 to 70% and were characterized by standard spectroscopic
methods. Next, the final products, and synthetic intermediates were evaluated for their in vitro
antifungal activity against Candida spp. by microdilution tests. In addition, the most
promising products were evaluated for their cytotoxicity profiles for determining the
selectivity indexes. Tests have shown that all synthesized compounds have antifungal activity
higher than eugenol. The N-phenylbenzisoxazolinones (18, 19 and 20) were the most
promising ones showing in some instances 1Csy values comparable oe equal to those of
fluconazole against C. krusei and C. glabrata. Compound 19 showed an ICsy of 142 uM
against C. krusei, very close to that achieved by fluconazole (104 uM) and was the only
hybrid with fungicidal activity. Product 18, eugenol-ebselen hybrid, was the most active one
against C. glabrata with an 1Csp of 53 uM, good selectivity index (3.4) and potency equal to
that of fluconazole (ICso 52 uM). These results highlight these derivatives as good compounds
for structural optimization and further studies, as investigations on its molecular mechanism

of antifungal action.

Keywords: Antimicrobial. Eugenol. Benzisoxazolinones. Molecular hybridization.
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1 INTRODUCAO

A procura por novos agentes com acdo antifingica estd se intensificando nos ultimos
anos. A incidéncia de infec¢des fungicas causadas por espécies do género Candida sp tem
aumentado consideravelmente, principalmente em pacientes imunocomprometidos, nos quais
podem apresentar gravidade. Por esse motivo, ha uma intensa busca por novas substancias

com atividade antifungica concomitante com pesquisa de novos alvos farmacol6gicos.

1.1 FUNGOS PATOGENICOS

Os fungos podem causar infeccdo em individuos sadios, mas a maior proporcéo de
humanos afetados sdo os individuos imunocomprometidos, considerando as infecgdes
oportunistas que acometem pacientes portadores de HIV e cancer. Recentemente, 0s avangos
na terapia medicamentosa proporcionaram a sobrevida de muitos pacientes, em contrapartida,
muitos destes tornaram-se suscetiveis a infecgdes causadas por fungos que eram considerados
de baixa viruléncia ou até mesmo ndo patogénicos (SANDVEN et al., 2000; GARBER et al.,
2001; PFALLER e DIEKEMA, 2007)

Candida albicans presente na cavidade bucal e trato gastrointestinal de individuos
saudaveis € um dos principais agentes causadores das micoses humanas, sendo a quarta causa
mais comum de infeccdes sistémicas (RANGEL-FRAUSTO et al.,1999; SHAO et al., 2007).
O diagnostico precoce dessas infecgdes é limitado pela ineficacia dos testes, desfavorecendo
diagnosticos rapidos e especificos (SANGLARD, 2002; KONTOYIANNIS; SHAO et al.,
2007). Somam-se a isso, manifestacOes clinicas inespecificas, sensibilidade baixa das técnicas
microbiologicas de hemoculturas, além da indisponibilidade das culturas de amostras
teciduais, devido aos riscos associados aos procedimentos invasivos utilizados na obtencéo
desses tecidos (MEAN et al, 2008).

As infeccBes causadas por fungos leveduriformes estdo se destacando pelo recente
crescimento nos numeros de casos (SWOBODA et al, 2003; PASQUALOTTO et al, 2006;).
Nos Estados Unidos, as espécies de Candida sp. ja alcancaram o quarto lugar entre as causas

de infecgdes hospitalares, sendo responsavel por 9 a 16% dos casos de septicemia (PFALLER
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e DIEKEMA, 2007). Na Alemanha, a espécie isolada com mais frequéncia é C. albicans
(59.5%), seguida por C. parapsilosis (9.0%) e C. tropicalis (8.5%) (ZEPELIN et al, 2007). No
Brasil, a incidéncia superou a dos paises europeus e Estados Unidos, sendo C. albicans a
espécie mais isolada em todos os hospitais, e entre as Candida nao-albicans houve
predominancia de C. tropicalis e C. parapsilosis (COLOMBO et al., 2007). Com isso, a
candidiase representa um problema de salde publica e as pesquisas de novos alvos, bem como

de novos agentes antifungicos sdo essenciais para a melhora deste quadro.

1.2 MECANISMOS DE ACAO E RESISTENCIA AOS PRINCIPAIS ANTIFUNGICOS

Atualmente existem cinco classes predominantes de farmacos antifingicos (polienos,
fluoropirimidina, azdis, equinocandinas e alilaminas), todas elas com sérias desvantagens.
Alguns ndo possuem amplo espectro de acdo, outro tém uma baixa seletividade para o fungo,
sendo toxicos para o homem. Alguns desses farmacos sdo fungistaticos e ndo fungicidas,
aumentando o risco de recidivas e também do aparecimento de cepas resistentes aos
antifungicos, o que € um sério problema (BECK-SAGUE e JARVIS 1993; CHEN et al,;
2007).

1.2.1 Anfotericina B

De 1950 até a descoberta dos antibidticos azolicos, os agentes antifungicos poliénicos
eram utilizados como padrdo na terapia de infec¢Bes causadas por fungos (SUGAR,1986). A
anfotericina B e a nistatina, correspondem aos antibidticos poliénicos efetivamente em uso.
Estes possuem um anel lactdnico macrociclico, caracterizado por insaturagdes conjugadas,
que compdem a subunidade rigida e lipofilica e a regido flexivel hidrofilicas, composta por
grupos hidroxilicos (MARTINEZ, 2006).

Atuam ligando-se ao ergosterol na membrana fungica causando extravasamento de
metabolitos essenciais e proteinas, culminando na morte celular. Também geram uma leséo

oxidativa que resulta em alteragdes metabdlicas prejudiciais a sobrevida celular. Ligam-se
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também, em menor escala, ao colesterol da membrana das células humanas, provocando
efeitos adversos (MARTINEZ, 2006; NOBRE et al, 2002). A anfotericina B produz
frequentes efeitos adversos, relacionados a infusdo, toxicidade celular e tecidual
(MARTINEZ, 2006). A toxicidade renal dela € um efeito colateral importante, ndo sendo
rapidamente reversivel pela suspensdo do farmaco (NOBRE et al, 2002). Novas formulacdes
de anfotericina B estdo sendo desenvolvidas. Diversas preparagdes lipossomais, por exemplo,
estdo sendo utilizadas na clinica de pacientes acometidos por doencas fungicas (CANOTO e
RODERO,2002).

A resisténcia a anfotericina B é rara, foram detectados mecanismos de resisténcia em
espécies de levedura e fungos filamentosos. Estes mecanismos ainda sdo mal compreendidos,
embora a maioria deles estejam relacionados com uma diminuicdo na quantidade de
ergosterol da membrana ou o aumento de fosfolipidos que reduz a interacdo do farmaco com
esterois. Estas alteracfes tém sido associadas com mutacdes dos genes OPS2 OPS3, que
codificam as enzimas envolvidas na via de sintese do ergosterol (RUIZ-CAMPS, 2009). Nos
ultimos anos, ndo ha relatos de outros mecanismos de resisténcia a anfotericina B associados
ao efeito oxidativo induzido pelo polieno na célula fungica. A principal limitacdo da
utilizacdo dessa classe de farmacos é a sua elevada toxicidade, dessa forma o seu uso é
indicado em tratamentos de curta duracdo (BLUM, et al., 2008).

1.2.2 Az6licos

Com o lancamento dos azdis, nova classe de antifingicos com disponibilidade de
administracdo oral, iniciou-se uma nova era para o tratamento de infecgdes por Candida sp.
Os azois sdo os agentes antifungicos mais utilizados, caracterizados pela presenca de anéis
imidazolicos ou triazolicos(MARTINEZ, 2006).

Também agem modificando a sintese de lipideos e inativando enzimas do processo
oxidativo dos fungos. Os antifungicos azélicos, principalmente os imidazolicos, exercem agéo
apenas fungistatica (MARTINEZ, 2006). Eles atuam sobre enzimas do citocromo P450 dos
fungos, blogueando a desmetilagdo do lanosterol e, consequentemente, a biossintese do
ergosterol através da inibicdo da enzima lanosterol 14-a-desmetilase. Isso causa alteragdes na

fluidez e permeabilidade da membrana citoplasmatica do fungo, prejudicando a captacdo dos
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nutrientes, inibindo o crescimento das células e originando alteragbes morfoldgicas que
resultam em morte celular (CHEN e SORRELL, 2007; MARTINEZ, 2006; NOBRE et al,
2002).

O espectro de acdo dos farmacos imidazolicos e triazdlicos abrange os agentes
etioldgicos de paracoccidioidomicose, histoplasmose, coccidioidomicose, criptococose,
blastomicose norte-americana e dermatomicoses. A maioria das espécies de Candida sp.
mostra susceptibilidade aos azélicos, notando-se que C. krusei e C. glabrata sdo menos
susceptiveis (MARTINEZ, 2006). C. krusei apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol e C.
glabrata desenvolve resisténcia rapidamente apds contato com este farmaco, isso acontece
pelo aumento da expressdo de bombas de efluxo e mutagdes do gene ERG11 que modifica o
alvo farmacoldgico dos azo6is. Ambas as espécies tém emergido como importantes agentes em
infeccdes sistémicas em pacientes hospitalizados (REX et al.,1995; SPELLBERG et al.,
2006).

A resisténcia aos azdis é a questdo de maior interesse quando tratamos da resisténcia a
farmacos antiflngicos. A resisténcia ao fluconazol, itraconazol e a prevaléncia crescente de
espécies resistentes ao voriconazol sdo considerados os problemas mais importantes da
resisténcia aos antifingicos azllicos. O alvo destes farmacos é o lanosterol 14-alfa
desmetilase, produto do gene ERG11, conhecidos como CYP51. Sdo exemplos de alteracdes
do gene ERGI11 relacionados a resisténcia, mutacBes pontuais, superexpressdo ou a
amplificacdo do gene devido a duplicacdo cromossémica e as recombinagcfes mitoticas com
conversdo genética. Entre estes, 0 mecanismo mais comum de resisténcia sdo as mutacdes
pontuais que produzem uma enzima alterada, diminuindo a afinidade dos azdis ao ergosterol
(ALCAZAR, et al., 2010). No entanto, 0 mecanismo de resisténcia é mais frequentemente
detectado em isolados clinicos de fungos é a reducdo da concentracédo intracelular dos azéis.
Esta reducdo ocorre devido a diminuicdo da absor¢do do farmaco ou, mais comumente, pelo
aumento do nimero e da atividade das bombas de efluxo. E um mecanismo secundario de
resisténcia que ocorre devido a sobre-expressdo de genes que regulam esse transportadores.
Existem dois tipos de bombas de efluxo, transportadores ABC e MFS. Os Transportadores
ABC estdo associados a resisténcia a todos os azdis. O MFS parece se referir apenas a
resisténcia ao fluconazol (MORSCHHAUSER, 2013).

Em alguns paises, a resisténcia ao fluconazol em cepas que causam a candidiase
sistémica, pode chegar a até 30%, portanto, estudos epidemioldgicos periddicos devem ser

realizados para detectar alteragbes com significado terapéutico, como o aumento da
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prevaléncia de C. glabrata, C. krusei ou leveduras emergentes que podem ser resistentes a
azoles (CUESTA, et al., 2012).

1.2.3 Equinocandinas

As equinocandinas sdo lipopeptideos sinteticamente modificados, com estrutura
quimica de hexapeptideos ciclicos ligados a uma cadeia lateral de acido graxo originalmente
derivado de caldos de fermentacdo de varios tipos de fungos. Varios outros analogos e
derivados de equinocandinas foram descritos: asarbocandinas, papulacandinas, a
neumocandina B e a mulucandina (DIOMED, 2004).

Diferentemente da anfotericina B e dos antifungicos azolicos, as equinocandinas tém
como alvo a parede celular, inibindo a enzima ligada a sintese de p-glucana. A glucana na
forma de microfibrilas € um dos principais componentes da parede celular fungica. O
bloqueio de sua sintese resulta em desequilibrio osmético, prejudicando a viabilidade do
microrganismo. (MARTINEZ, 2006;KATHIRAVAN et al, 2012). A inibicdo desta enzima
resulta em esgotamento dos polimeros de glucana na célula fingica, resultando em uma
parede celular anormal, fraca e incapaz de resistir ao estresse osmotico. Toxicidade associada
a equinocandina é rara, pois sua acao € especifica sobre a glucana presente na parede celular e
as células de mamiferos ndo possuem essa estrutura (CHEN e SORRELL, 2007).

A resisténcia intrinseca a esta familia de antifungicos em espécies que contem 1,6-beta
glucana em sua parede, como Cryptococcus spp., Fusarium spp. e outras espécies. E descrito
também, mutacdes e substituicdes de aminoacidos em duas regides do gene Fksl (Fksl e 2),
que codificam a subunidade maior da glucano-sintetase. Estas mutagdes geram resisténcia as
trés equinocandinas e isso tem sido associado as falhas no tratamento antifungico (CUESTA,
etal., 2012).
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1.3 PESQUISA DE NOVOS ANTIFUNGICOS

Assim, o desenvolvimento de novos antifungicos tem sido constantemente requerido
na terapéutica clinica. Contrariamente ao que ocorre na terapéutica bacteriana, os avangos no
tratamento das infecgdes fungicas sdo mais lentos. Embora o arsenal de farmacos antifingicos
tenha expandido, atualmente, os agentes antifungicos disponiveis ndo atendem ao aumento
crescente das infeccbes na populacdo, especialmente em pessoas imunocomprometidas
(MUTHU, 2012).

Novos sitios de acdo estdo sendo estudados para o desenvolvimento de farmacos
antifangicos, como por exemplo, isoleucil-tRNA e a sintese proteica (MUTHU, 2012). A
proteina H*-ATPase, presente na membrana plasmatica dos fungos, também é um novo alvo
promissor, j& que essa isoforma apresenta baixa homologia em humanos. Esta enzima
desempenha um papel crucial na fisiologia fangica, mantendo o gradiente eletroquimico de
prétons através da membrana, essencial para a captacdo de nutrientes, regulacdo do pH e para
o crescimento celular (AHMAD et al, 2010c; YATIME et al, 2009).

O desenvolvimento de novas classes de antifingicos com sitios alternativos de agéo
pode resolver os problemas de toxicidade e resisténcia apresentados pelos antiflngicos atuais.
Pode ainda gerar alternativas na clinica médica e aumentar a gama de associacfes
medicamentosas, que por motivo de resisténcia do patdgeno se torna ineficaz
(SOTEROPOULOS, 2000).

1.4 EQUILIBRIO IONICO FUNGICO

O ambiente em que os fungos se encontram pode sofrer algumas variagdes de pH,
quantidade de &gua, disponibilidade de nutrientes e concentracdo de solutos. A capacidade de
desenvolver respostas rapidas € importante para que as leveduras sobrevivam a tais mudancas,
gue muitas vezes geram estresses e podem comprometer suas fungdes celulares normais
(CAUSTON et al., 2001).

Alguns fungos séo capazes de crescer em meio com pH entre 4,5 e 6,5 e 0 mecanismo

de resposta a um estresse acido se deve ao funcionamento da H'-ATPase da membrana
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plasmética. Ela responde por grande parte das proteinas estruturais da membrana plasmatica,
perfazendo de 20 a 50% do total de proteinas presentes na membrana (SERRANO et al.,
1986). A H*-ATPase (Pmalp) é um membro da familia ATPase do tipo P, constituindo-se em
uma bomba de prétons que transporta protons as custas da hidrolise de ATP. Ela € constituida
por 10 a-hélices transmembranares, um dominio catalitico de hidrdlise de ATP, e um dominio
de transducéo de protons. A Pmalp consiste de uma unica subunidade de 100 kDa, codificada
pelo gene PMAL. Este gene é essencial para o crescimento normal do fungo, e a supresséo
desses genes em cepas haploides desse microrganismo é letal (AMBESI et al., 2000). Esse
transportador desempenha um papel importante na regulacdo do pH intracelular e na
manutencdo do gradiente eletroquimicos necessario para a absorcdo de nutrientes.

Pesquisas mostram que a alteragdo do pH meio gera um aumento na atividade da
enzima H'-ATPase nos fungos, a qual catalisa a extrusdo de prétons H® para o meio
extracelular, equilibrando o pH citosélico. Isso induz a expressdo génica do PMAL, que é o
gene que codifica as proteinas da H'-ATPase, aumentando assim a sintese de Pmalp (H'-
ATPase) catalisando a extrusdo do ions H" as custas de ATP (PIPER et al., 2001; RAO et al.,
1992; PORTILLO, 2000).

Além da troca de fons H* com o meio extracelular, ha& um transporte de ions
intracelular, compreendendo principalmente o transporte antiporte de cations, trocando
cations de metais alcalinos por H* nas membranas vacuolares (Vnx1), endossomal (NHX1) e
Golgi (KHAL). Além disso, embora o gene ainda ndo tenha sido descrito, ha uma troca muito
eficiente de K* para o H" na membrana mitocondrial. Assim, semelhante aos transportadores
de membrana, esses dispositivos servem para regular a homeostase em nivel citosélico
(ARINO et al., 2010).

Além da manutencio do pH citosélico, a H*-ATPase da membrana plasmaética é
responsavel por manter um gradiente eletroquimico de prétons que favorece o funcionamento
da maior parte dos transportadores secundarios, importantes para a captacdo de nutrientes e
ions. Os transportadores secundarios conservam o equilibrio i6nico celular. A atividade destes
transportadores conserva niveis de K* e Na" intracelulares dentro de uma faixa ideal, de forma
a ndo comprometer outras fungdes. Na Figura 1 pode-se visualizar o modelo dos
transportadores de fons primario (Pmalp) e secundarios. A expulsdo de ions Na’ é de
responsabilidade da Enalp que € uma bomba de sddio, cuja atividade também é ATP
dependente assim como a Pmalp e V-ATPase. (MONK, 1995; GARCIADEBLAS et al.,
1993; SYCHROVA, et al., 1999).
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Figura 1 - Vias de transporte para a manutencdo da homeostase i6nica em S. cerevisiae.
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Fonte: Adaptado de ARINO et al, 2010.

1.5 EUGENOL

O uso de espécies vegetais como estratégia terapéutica é praticado pela maioria das
populacdes dos paises em desenvolvimento. Além disso, muitos farmacos utilizados na
medicina sdo provenientes de plantas, enquanto que outros farmacos sdo obtidos por
semissintese a partir de produtos naturais ou por sintese baseada em moléculas dessa fonte. As
plantas e os seus extratos tém sido utilizados durante muitos séculos no tratamento de diversas
enfermidades, mas sO6 nas Ultimas décadas os cientistas comecaram a determinar se 0s
recursos de origem vegetal tradicionais séo realmente eficazes e 0 modo de acdo daqueles que
tiveram suas propriedades farmacoldgicas comprovadas (ANTHONY; FYFE; SMITH, 2005;
FARAGO et al., 2004; PEREIRA, 2011).

Fenilpropanoides sdo moléculas hidrofébicas, de baixo peso molecular, presente nos
oleos essenciais de praticamente todas as plantas. Essas moléculas séo sintetizadas nos tecidos
das plantas, a partir do aminoacido fenilalanina e armazenadas em vesiculas ou mesmo na
parede celular. Os fenilpropanoides tém uma grande variedade de funcées incluindo defesa

contra bactérias, fungos e animais herbivoros (PICHERSKY et al., 2006).
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O eugenol é um derivado fenilpropanodide (Figura 2), quimicamente designado como
4-alil-2-metoxifenol ou 2-metoxi-4-(2-propenil)fenol (MORRISON & BOYD, 1961), cuja
formula molecular é C1oH1,0,, possuindo um peso molecular de 164,21g/mol. A temperatura
ambiente, o eugenol é um liquido viscoso amarelo palido com um sabor forte de cravo. O
eugenol é pouco soltvel em agua e facilmente solivel em solventes organicos. (KONG et al,
2014). Ele é conhecido comumente como esséncia de cravo, pois estd presente em grande
quantidade no 0leo essencial de cravo da india (ESCOBAR, 2002).

Figura 2 - Estrutura do eugenol, com numeracao oficial.

Fonte: do autor

Estd presente também nos 6leos essenciais de vérias plantas, ente as quais, pode-se
destacar: Ocimum tenuiflorum (KOTHARI et al., 2004); Caryphyllus aromaticus; Ocimum
gratissimum, muito usada no Brasil no tratamento de distarbios intestinais, sendo facilmente
encontrada no Nordeste brasileiro (MADEIRA et al, 2005); Eugenia caryophyllus, Dicipelium
cariophyllatum, Pimenta dioica (KIM et al, 1997; UEDA-NAKANURA et al, 2006). E
possivel encontra-lo também na noz moscada, canela, folha de louro, sassafrds, mirra entre
outros (KIM et al, 2003). Ele pode ser obtido por fracionamento de Oleos essenciais de
plantas, extraido de diversas partes delas (folhas, botdes florais, frutos, ramos finos), por meio
de destilagdo por arraste de vapor d’agua (CRAVEIRO et al, 1981).

O eugenol vem sendo utilizado desde o século XVI e foi introduzido na odontologia
em 1873 para, junto com o 6Oxido de zinco, formar o eugenolato de zinco e ser aplicado
diretamente na cavidade dentinaria (ESCOBAR, 2002).

O eugenol com o oxido de zinco através de uma reacdo de quelagdo para formam o
eugenolato de zinco. O eugenolato de zinco, quando analisado estruturalmente, apresenta
conformacdo de gréos de 6xido de zinco embebidos numa matriz de eugenolato de zinco. Ao
ser exposto a meio aquoso como a saliva e o fluido dental ocorre uma hidrolise do eugenolato

liberando hidroxido de zinco e eugenol que se difundem da dentina para a polpa, onde produz
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efeitos anti-inflamatorios e anestésicos (MARKOWITZ et al, 1992). O eugenol também é
utilizado nas formulagGes de antissépticos bucais e dentifricios (ESCOBAR, 2002).

Vaérias propriedades farmacoldgicas do eugenol ja foram relatadas na literatura,
incluindo atividades como antibacteriana (CARRASCO, 2012; BARBOSA, 2012),
antifungica (AHMAD et al., 2010a; AHMAD et al., 2010b; AHMAD et al., 2010c),
antiparasitaria (MACHADO et al., 2011; UEDA-NAKAMURA et al., 2011), nociceptiva
(Leal-Cardoso, 1994), antiviral (BOURNE et al., 1999; WRIGHT et al., 1995).
anticarcinogénica (MANIKANDAN et al., 2010) e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2007),
incluindo potente modulagéo da glutationa-S-transferase, interferindo nos niveis intracelulares
de glutationa (BUDAVARI, 1996).

Estudos tem mostrado que o eugenol possui atividade antifungica contra Candida
albicans (VILJOEN, 2012; RAKOTONIRAINY e LAVEDRINE, 2005). Derivados do
eugenol como acetileugenol, isoeugenol, e metileugenol também possuem atividade
atinfungica contra os fungos os fungos Betulina L. e Sulphureus L. (SEN-SUNG etal., 2008).
O mecanismo de acdo antimicrobiano do eugenol ainda ndo é exatamente conhecido.
Pesquisas demonstraram que a atividade antimicrobiana do eugenol é resultado de uma
interacdo com a membrana celular dos microrganismos, danificando sua estrutura e alterando
sua fluidez, aumentando a permeabilidade inespecifica. Isso induz a perda de ions e
constituintes celulares, culminando em lise celular. (DEVI et al, 2010; DI PASQUA et al,
2006; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

O eugenol exibe atividade fungicida contra algumas espécies de Candida: (C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata), sendo ativo também contra
isolados resistentes ao fluconazol. O fluconazol, por sua vez, apresenta apenas acédo
fungistatica. Além disso, o eugenol mostrou ser menos tdxico que os farmacos antifungicos
utilizados atualmente na clinica, lembrando que a toxicidade € a grande desvantagem das
terapias antifangicas atuais. O eugenol também apresentou atividade inibitdria contra cepas de
Candida spp., testes bioguimicos e de microscopia eletronica de varredura mostraram que 0
eugenol reduziu drasticamente o ndmero de células flangicas através da inibicdo dos
transportadores do tipo H*-ATPase, isso pode ter levando a acidificaco do citosol causando a
morte do fungo (AHMAD, 2010c; PAULA, et al., 2014) .

Ahmad e colaboradores (2010c) examinaram a capacidade de bombeamento de
protons intracelulares para o meio externo de células de Candida sp. na presenca de eugenol e

observaram que a taxa de efluxo de H* foi diminuida em 50%, sugerindo que o eugenol pode



26

exercer sua acdo antifingica através da inibicdo de bombas de efluxo (H*-ATPase) da
membrana celular fungica, levando a acidificacdo do meio intracelular e morte do fungo.

Foram observadas mudangas nas concentracdes de calcio e potassio no citosol de
Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae tratados com eugenol. Essas alteracdes foram
diretamente proporcionais a concentracdo do eugenol. Foi observada, também, uma relacéo
entre a diminuicdo do pH intracelular do fungo e as alteragdes dos ions em questdo. Esse
aumento de fons H* decorrente da inativacio das H*-ATPase pode acabar com a forga motriz
do acoplamento dos transportadores secundarios de H*, Ca* e K*, que conservam o equilibrio
ibnico celular. Estes resultados reforcam a idéia de que a atividade antifingica do eugenol é
devida a alteracdo do gradiente de membrana, levando a desestabilizacdo e ruptura da
membrana plasmatica (WANG et al, 2010).

Rao et al. (2010) também encontraram niveis semelhantes de célcio e potassio
citosolico em Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae pds exposi¢do ao eugenol e a
outros fendis. O calcio teve um pico nos primeiros minutos, enquanto que o potassio obteve
um aumento inicial que se tornou constante em determinada concentracdo tomando a forma
de um platd. Essas alteracdes foram acompanhadas de uma diminuicdo do pH citoplasmatico
e ruptura da membrana plasmaética.

Carrasco e colaboradores (2012) sintetizaram alguns analogos estruturais do eugenol
num esforco de elucidar a relacdo estrutura atividade dessas substancia contra varias espécies
de fungos patogénicos. Os pesquisadores concluiram que a hidroxila fendélica ndo tem papel
relevante na acdo antifingica, uma vez que ndo foram observadas alteracdes relevantes na
atividade de moléculas o-acetiladas ou o-metoxiladas. Ao contrério, a metoxila desempenha
um papel importante na acdo antifungica dessas substancias e sua alteracdo causa um
decréscimo da atividade. Dos substituintes avaliados, a cadeia lateral alilica tem maior
influéncia sob a atividade antiflngica, quando esse grupo foi oxidado, reduzido ou substituido

houve uma diminuicdo ou perda total da atividade contra fungos testados.

1.6 EBSELEN

O interesse em compostos selenorganicos remonta a década de 1920. Nas décadas

seguintes, foram realizados outros estudos sobre essas substancias, particularmente na Europa.
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O ebselen (2-fenilbenzo[d][1,2]selenazol-3(2H)-ona - Figura 3) € um representante dessa
classe de compostos, ele foi sintetizado pela primeira vez em 1924 por Lesser e Weiss. Ele
apresenta diversas propriedades bioldgicas descritas, sendo a antioxidante a mais estudada
(LESSER; WEISS, 1924; SIES, 1993; ZADE et al., 2005; AZAD, et al., 2014).

Figura 3 - Estrutura do Ebselen.
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Fonte: do autor

Ebselen foi primeiramente testado em estudos clinicos pela Daiichi Pharmaceuticals
em 1997 para tratamento de isquemia cerebral, mas o registro ndo foi autorizado pela Ministry
of Health, Labour, and Welfare (MHLW), a autoridade reguladora japonesa. Os estudos
clinicos na Europa ndo progrediram além da fase 1, principalmente por causa da preocupacéo
da industria farmacéutica com a possivel toxicidade do selénio (IMAI, et al., 2001;
TAKASAGO, et al., 1997). Em revisbes de toxicologia e farmacologia, os autores
questionaram a base toxicolégica que foi usada na avaliacdo do desenvolvimento clinico e
toxicoldgico do ebselen (NOGUEIRA, 2011; SCHEWE, 1995). Estudos sobre 0 mecanismo
de acdo, efeitos bioldgicos e desenvolvimento clinico do ebselen tem ganhado interesse dos
pesquisadores em diversos polos cientificos (SALUK, et al., 2013).

O ebselen exibe atividade mimética a enzima glutationa-peroxidase (GSH), ou seja, a
reducdo de um hidroperoxido as custas de tiol. O controle das espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas células se da principalmente pelo sofisticado sistema de defesa antioxidante dos
organismos, especialmente através das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GSH) que convertem essas espécies nocivas em metabdlitos indcuos
(URSINI, 1994). Nesse contexto, destaca-se a enzima glutationa-peroxidase, que € uma
selenoenzima que atua catalisando a redugdo de peroxidos de hidrogénio e/ou peroxidos
organicos (ROOH), consumindo tidis (glutationa GSH), com formacao de dissulfeto organico
(glutationa oxidada GSSG) e agua e/ou alcoois (URSINI, 1994). Como consequéncia da sua
acdo, essa enzima exerce a funcgéo de proteger biomembranas e outros componentes celulares
do estresse oxidativo (LUO, 1994; MAIORINO, 2005).

A atividade antioxidante do ebselen é semelhante a glutationa-peroxidase (GSH-like).

Uma variedade de derivados quimicos tem sido sintetizada numa tentativa de aumentar a
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especificidade, poténcia, diminuicdo da toxicidade (MULLER, et al. 1984). O ebselen em si é
amplamente usado como uma ferramenta de pesquisa em estudos sobre hidroperdxidos e
outras especies reativas de oxigénio, principalmente porque seu mecanismo de acdo, embora
complexo, provou ser Util para o esclarecimento de processos oxidativos. Além disso, o
ebselen tem demonstrado exercer efeitos seletivos sobre a geragdo de espécies oxidativas e
sobre as reacOes catalisadas por enzimas especificas, muitas das quais ndo séo relacionadas
com a geracao de espécies reativas de oxigénio (SIES, 1994).

Atualmente existem varios métodos descritos para a preparacdo do ebselen. Dentre
estes, um dos mais utilizados foi descrito por Engman em 1989 (Figura 4). Esta metodologia
consiste em uma reagdo “one pot” a partir do tratamento da N-fenilbenzamida A com dois
equivalentes de butil litio em THF, para gerar o dianion B. A adicdo de selénio elementar leva
a formacdo do intermediario C, o qual é ciclizado mediante a adi¢do do oxidante CuBr, para

formar o ebselen em apenas uma etapa reacional com 63% de rendimento (ENGMAN, 1989).

Figura 4 - Esquema de sintese do ebselen.
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Fonte: ENGMAN, 1989

Foi descoberto que o ebselen reage facilmente com pontes de dissufeto e desse modo pode
inibir uma série de enzimas, incluindo as proteinas quinases e H*/K*ATPase gastrica. Este
comportamento de inibicdo é observado frente as demais ATPases do tipo P, a principal
proteina da membrana plasmatica dos fungos, com baixa homologia em humanos e que é
usada por fungos e outros fungos para estabelecer um gradiente eletroquimico de prétons

através da membrana plasmatica e para manter um pH intracelular apropriado (BILLACK,
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2010). A inibicdo da H*-ATPase pelo ebselen resulta da interacdo covalente com os grupos
tiol dos residuos de cisteina, que sdo criticos para a atividade normal desse transportador.
Alguns fatos indicou este mecanismo de acdo. Um deles € a extrema facilidade com que o
ebselen reage com grupos tiol enddgenos, tais como 0s encontrados em certas enzimas e
outras proteinas, para formar uma ligagdo enxofre-selénio com a abertura concomitante do
anel isoselenazol. Outro fato é a correlacdo estreita que existe entre uma diminuicdo da
capacidade de acidificacdo e wuma diminuicio da atividade da H'-ATPase
(SOTEROPOULOS, 2000; PARNHAM, 2013).

Observou-se uma atividade antifungica satisfatoria do ebselen contra Cryptococcus
neoformans, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae, em que foram observados a
inibicdo da Pmalp e diminuicdo do pH citosolico, em valores de concentracdo inibitdria
minima (CIM) de 5 a 10 uM. (SOTEROPOULOS, 2000; CHAN, 2007).

Chan e colaboradores também descobriram que o ebselen inibiu o crescimento de trés
estirpes de levedura de Saccharomyces cerevisiae de uma maneira dependente da
concentracdo, com valores de Clsy de 2,5 uM para as trés estirpes. O presente estudo
constatou, através de experimentos de analise de microscopia de varredura, que o ebselen
possuia atividade fungicida. O ebselen também inibiu a atividade de H'-ATPase de S.
cerevisae de forma dependente da concentracdo, indicando que a ac¢do fungicida do ebselen
acontece, pela interferéncia na translocacio de prétons devido a inativagio da H*-ATPase.

No entanto, quantidades excessivas de ebselen sdo tdxicas para as células. Ebselen é
genotdxico acima de uma concentracdo de 10 uM em células VV79. Ele induz a apoptose em
células HepG2 através de uma rapida deplecdo de tidis intracelulares. Em concentracGes
elevadas, estimula a liberagdo de Ca®* a partir das mitocondrias, através de um mecanismo
NAD" dependente de hidrolise. Isso acelera a respiragdo mitocondrial, o que é um indicativo
de deterioracdo da funcdo da mitocdndria (AZAD, 2014). Em doses baixas, ele exerce efeitos
benéficos, enquanto que em doses elevadas, é toxico e possivelmente cancerigeno. O limiar

de concentragdo para estas atividades opostas ainda ndo esta estabelecido (Miorelli, 2008).
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2 OBJETIVOS

Face ao exposto, 0 objetivo geral foi obter derivados benzisoxazolinénicos do eugenol
e de fendis correlatos que possam atuar como agentes antifangicos.
Mais especificamente objetiva-se:
a) Sintetizar produtos inéditos, que possuam o nucleo 1,2-benzisoxazolin-3-ona (Figura
5), com base na estratégia de hibridizacdo molecular envolvendo a fusdo da estrutura
do ebselen e do eugenol ou analogos proximos.

Figura 5 - Estrutura do hidrido eugenol-ebselen e dos derivados.
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Fonte: do autor

b) Avaliar a atividade antifingica dos produtos frente as espécies de Candida sp. (C.

albicans, C. krusei e C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsiloides);

c) Avaliar a citotoxicidade dos produtos frente a células sanguineas monucleares
humanas;

d) Estabelecer relacdes preliminares e qualitativas entre a estrutura quimica dos
derivados e as atividades observadas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

As etapas de sintese, caracterizacdo e avaliacdo bioldgica dos derivados
benzisoxazolindnicos propostos sdo descritas a seguir.

3.1 QUIMICA

As substancias propostas foram sintetizadas no Laboratorio de Pesquisa em Quimica
Farmacéutica (LQFar) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNIFAL-MG. As etapas
sintéticas foram executadas segundo técnicas classicas de quimica organica ou por adaptacao
das mesmas. O planejamento sintético foi feito de acordo com os reagentes disponiveis no
LQFar.

3.1.1 Procedimentos Gerais

A evolucdo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada delgada de
silica (CCD), utilizando placas de silica gel em suporte de aluminio com detector de
fluorescéncia e placas de silica sem o detector de fluorescéncia, ambas Macherey-Nagel.
Foram utilizados reveladores tais como iodo e cloreto férrico. As purificacdes por
cromatografia em coluna de silica (CCS) foram realizadas com silica gel 60, 70-230 mesh
(Sorbline). Os eluentes empregados em ambos o0s casos estdo descritos em cada
procedimento.

As analises por espectrometria na regido do infravermelho (1V) foram realizadas em
espectrometros Shimadzu-Affinity-1 ou Thermo Scientific Nicolet-iS50 e os valores dados
em ndmero de onda (¥ max, cm™). As faixas de fusdo dos produtos foram obtidas utilizando-se
um equipamento Buchi 535. As anélises de ressonancia magnética nuclear de *H e *C foram
obtidas em espectrometro Bruker AC-300, empregando-se como padrdo interno o
tetrametilsilano ou o sinal residual do solvente deuterado usado em cada caso. Os solventes
utilizados foram o cloroformio e DMSO deuterados. Os valores de deslocamento quimico (o)

foram descritos em ppm. Ambas as anélises foram realizadas no ambito da UNIFAL-MG.
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O diclorometano (DCM) e o tetraidrofurano (THF) foram previamente secos antes de
serem utilizados nas etapas de formagdo do acido hidroxamico e ciclizacdo. O DCM foi
submetido a duas horas de refluxo utilizando-se como agente secante uma peneira molecular
de 4 A ativada. O THF foi seco com 5% p/v de so6dio metalico, e aquecido a refluxo até

mudanga de coloragdo do indicador benzofenona para azul marinho.

3.1.2 SINTESE

3.1.2.1 Sintese do derivado 5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (1; RAO et al. 1949)

Figura 6 - Reacdo de formilacédo do eugenol.
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Em um baldo de fundo redondo foram dissolvidos o eugenol (32,6 mmol) e a
hexamina (71,37 mmol) em aproximadamente 40 mL de &cido acético glacial. Deixou-se a
mistura sob agitagdo magnética a 120°C por 5 horas. O acompanhamento da reacdo foi
realizado por CCD (hexano/acetato de etila 7:3 v/v). Apds o término da reacdo o acido acético
foi neutralizado com uma soluc¢do saturada de bicarbonato de sddio. Essa mistura foi extraida
com éter etilico (4x50 mL). A fase orgénica, resultante da primeira extracdo, foi retro-extraida
com uma solucdo de NaOH 10% p/v (4x50 mL). A fase aquosa foi resfriada e acidificada
com HCI concentrado até pH 2 e, posteriormente, a solucéo foi extraida com éter etilico (4x50
mL). A fase organica foi concentrada em rotaevaporador e o produto foi entdo purificado por
extracdo com éter de petréleo (5x20 mL). Apds a extracdo, o éter de petréleo foi evaporado

para obtencdo do produto.
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5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido

Sélido amarelo. Rendimento: 60,7 %
F.M.: C11H1,05
M.M.: 192 g.mol™

P.F: 44,8-46,4 °C; IV (#/cm™): 3134 (O-H), 2968 (C-H), 2900 (C-H), 1655 (C=0), 1638
(C=C), 1508 (C=C), 1495 (C=C), 1261 (C-O). RMN-"H (300 MHz, CDCls) é: 10,94 (1H, s,
OH), 9,86 (1H, s, formilico), 6,97 (1H, dt, H-6, “J= 2,1 °J= 0,6 Hz), 6,93 (1H, d, H-4, )=
2,1), 5,92-5,86 (1H, m, CH,=CH-CH,), 5,12-5,06 (2H, m, CH,=CH-CH,), 3,89 (3H, s,
OCHs), 3,36 (2H, d, CH,=CH-CHj, *J= 6,6). RMN-*C (75 MHz, CDCls) é: 196,6 (C=0),
150,1 (C3), 148,2 (C2), 136,8 (CH,=CH-CHy); 131,8 (C5), 123,78 (C4), 120,5 (C1), 118,7
(C6), 116,6(CH,=CH-CH,), 56,3 (OCHs), 39,4 (CH,=CH-CHy,).

3.1.2.2 Sintese do &cido 5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzdico (adaptado de PEARL, et al.,
1963).

Figura 7 - Reacdo de formacédo de 2.
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Fonte: do autor

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados o aldeido 1 (5,2 mmol) e 80 mL de
solucdo de NaOH a 4 mol.L™. A mistura ficou sob agitacdo até a solubilizacdo do aldeido. Em
seguida, foi adicionado 6xido de prata (4,32 mmol). A mistura reagente foi aquecida a 45°C
sob agitacdo magnética até o termino da reagdo, que foi detectado por CCD (hexano/acetato
de etila 7:3 v/v). Antes da analise em CCD, uma aliquota da mistura reagente foi neutralizada
com uma solucdo 1 mol.L™ de HCI e extraida com acetato de etila e s6 assim aplicada na
placa de CCD. Terminada a reacgdo, a suspensao foi arrefecida e filtrada a pressao reduzida. O
filtrado foi entdo acidificado até pH 3 com solucdo de HCIl a 1 mol.L™. Na sequéncia, o
mesmo foi extraido com acetato de etila (4x50 mL), o solvente eliminado em rotavapor e 0

solido resultante foi purificado por CCS com hexano/acetato de etila 7:3 v/v.



34

acido 5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzoico
Solido branco. Rendimento: 80,3 %
F.M.: C1;H1,0,4

M.M.: 208 g.mol™

P.F: 125,4-126,1 °C; IV (s/cm™): 3061 (O-H), 2961 (C-H), 2922 (C-H), 1653 (C=0), 1610
(C=0), 1447 (C=C), 1264 (C-0), 1191 (C-O). RMN-'H (300 MHz, CDCls) é: 10,48 (1H, s,
OH), 7,33 (1H, dd, H-6, “J= 2,1 °J= 0,6 Hz), 6,92 (1H, d, H-4, “J= 2,1 Hz), 6,01 - 5,87 (1H,
m, CH,=CH-CH,), 5,12- 5,02 (2H, m, CH,=CH-CH,), 3,89 (3H, s, OCHs), 3,33 (2H, d,
CH,=CH-CH,, J= 6,6). RMN-C (75 MHz, CDCl;) é: 174,8 (C=0), 151,0 (C3.), 148,5
(C2), 137,0 (CH,=CH-CHy,); 130,8 (C5), 121,2 (C6), 118,4 (C4), 116,4 (CH,=CH-CH,),
111,4 ( C1), 56,3 (OCHj3), 39,7 (CH,=CH-CHy).

3.1.2.3 Sintese dos derivados O-acetilados 3 e 5 ( adaptado de KURTI, et al. 2005)

Figura 8 - Reacgéo de formacéo de 3 e 5.
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Fonte: do autor

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado o fenol adequado (2,4 mmol) e o
anidrido acético (4,8 mmol), em 5 mL de piridina. A mistura reagente foi deixada em agitagéo
a temperatura ambiente até o consumo do material de partida. A reagdo foi acompanhada por
CCD (hexano/acetato de etila 7:3 v/v). Ao término da reacdo a mistura foi acidificada com
solugédo aquosa de HCI 1 molar até pH 3 e extraida com diclorometano (4x50 mL). A fase

organica foi seca com Na,SO, e evaporada a pressao reduzida.
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acido 2-acetoxi-5-alil-3-metoxibenzdico
Sélido branco. Rendimento: 80,3 %
F.M.: C13H1405

M.M.: 250,08 g.mol™*

P.F: 121,2-121,9 °C; IV (s/cm™): 2966 (C-H), 2929 (C-H), 1765 (C=0), 1694 (C=0), 1680
(C=C), 1591 (C=C), 1467 (C=C), 1269 (C-0), 1183 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCls) ¢:
7,47 (1H, dd, H-6, “J= 2,1 °J= 0,6 Hz), 7,01 (1H, d, H-4, *J= 2,1 Hz), 6,03 — 5,88 (1H, m,
CH,=CH-CH,), 5,17 — 5,10 (2H, m, CH,=CH-CH,), 3,84 (3H, s, OCHjs), 3,73 (2H, d,
CH,=CH-CH,, %= 6,6 Hz), 2,34 (3H, s, 7-H). RMN-'*C (75 MHz, CDCls) é: 169,9 (C=0 de
acido carboxilico), 169,3 (C=0 de éster), 152,1 (C3), 139,5 (C2), 138,7 (C5), 136,3
(CH,=CH-CH,), 123,2 (C6), 123,1 (C1), 117,6 (C4), 117,0 (CH,=CH-CH,), 56,4 (OCHs),
40,0 (CH,=CH-CH,), 20,8 (C7).

acido 2-acetoxi-3-metoxibenzoico
Sélido branco. Rendimento: 95,8 %
F.M.: C1oH100s

M.M.: 210,05 g.mol™

P.F: 125,8-126,7 °C; IV (s/cm™): 1759 (C=0), 1698 (C=0), 1631 (C=C), 1579 (C=C), 1476
(C=C), 1275 (C-0), 1163 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCl;) é: 7,42 (1H, dd, H-6, *J=7,3
*J= 2.3 Hz), 7,36-7,28 (2H, m, H-5, H-4), 3,78 (3H, 5, OCHs), 2,21 (3H, s, 7-H). RMN-**C
(75 MHz, CDCls3) ¢: 168,4 (C=0 é&cido carboxilico), 165,6 (C=0 éster), 151,8 (C3), 139,2
(C2), 126,3 (C5), 125,1 (C6), 122,1 (C1), 116,5 (C4), 58,1 OCHs), 20,5 (C7).
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3.1.2.4 Sintese dos cloretos de acido 6, 7 e 8 (adaptado de KHALIKOV, et al 2006)

Figura 9 - Reacéo de formacdo de 6, 7 e 8.
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Fonte: do autor

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se o acido carboxilico adequado (2,8 mmol)
em quantidade suficiente de diclorometano seco para solubiliza-lo. Em seguida adicionou-se o
cloreto de tionila (5,6 mmol) e uma quantidade catalitica de DMF (duas gotas). A mistura foi
deixada sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente. Devido a instabilidade do cloreto

de &cido, o produto ndo foi isolado, mas utilizado imediatamente nas reagfes seguintes.

3.1.2.5 Sintese dos acidos N-metilidroxamicos 9, 10 e 11 (adaptado de JING, et al. 2013, Shi,
2000)

Figura 10 - Reacéo de formacdo de 9, 10 e 11.
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Fonte: do autor

Em um baldo de fundo redondo contendo diclorometano seco, foram adicionados o
cloridrato de N-metilidroxilamina (3,0 mmol) e bicarbonato de sédio (15,0 mmol). Essa
suspensdo foi deixada em agitagdo por 10 min a 0°C e, entdo, adicionou-se, gota a gota com o
auxilio de um funil de adicéo, o respectivo cloreto de acido obtido no procedimento anterior.

A reacdo foi acompanhada por CCD (hexano/acetato de etila 1:1 v/v). Ao término da reagdo o
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solido foi separado por filtragdo e o solvente do filtrado evaporado em rotaevaporador. O 6leo
resultante foi purificado por CCS (hexano/acetato 8:2 v/v).

5-alil-N,2-diidroxi-3-metoxi-N-metilbenzamida
Oleo castanho. Rendimento: 73,1 %

F.M.: C12H15NO4

M.M.: 237 g.mol™

IV (s/cm™): 3177 (O-H), 2932 (C-H), 2839 (C-H), 1616 (C=0), 1577 (C-C), 1490 (C-C),
1262 (C-0), 1187 (C-O). RMN-'H (300 MHz, CDCl3) 4: 6,85 (1H, s, H-6), 6,75 (1H, d, H-4,
“J= 1,5 Hz), 5,94 — 5,83 (1H, m, CH,=CH-CHy), 5,09 — 5,02 (2H, m, CH,=CH-CH,), 3,86
(3H, s, OCHa), 3,38 (3H, s, H-7), 3,29 (2H, d, CH,=CH-CH,, %J= 6,6 Hz). RMN-2C (75
MHz, CDCls) o: 165,6 (C=0), 147,5 (C3), 143,8 (C2), 137,1 (CH,=CH-CH,), 131,5 (C5),
120,4 (C6), 117,2 (C1), 116,2 (C4), 114,0 (CH,=CH-CHy), 56,2 (OCHs3), 39,7 (CH,=CH-
CH,), 37,9 (C7).

N,2-diidroxi-N-metilbenzamida

4 ; OH S6lido branco. Rendimento: 70,9 %
5 1 0 F.M.: CgHgNO3
6
. -1
107/"‘\OH M.M.: 167 g.mol

P.F: 120,1-121,3°C; IV (s/cm™): 3094 (O-H), 1625 (C=0), 1608 (C=C), 1504 (C=C), 1449
(C=C), 1245 (C-0), 1185 (C-O). RMN-'H (300 MHz, CDCls) #: 10,11 (1H, s, OH), 9,86
(1H, s, N-OH), 7,30 (1H, d, H-6, J= 7,4 Hz), 7,26 — 7,20 (1H, m, H-4), 6,88 — 6,78 (2H, m,
H-3, H-5), 3,18 (3H, s, H-7). RMN-1C (75 MHz, CDCls) J: 166,7 (C=0), 155,0 (C2), 130,7
(C4), 128,7 (C6), 122,0 (C5), 118,5 (C1), 115,9 (C3), 37,2 (C7).
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N,2-diidroxi-3-metoxi-N-metilbenzamida

OCH,4
4 A3 OH Sélido castanho. Rendimento: 74,4 %
2
5 , (0] F.M.: CogH11NO,4
6
M.M.: 197 g.mol™
9 /N‘OH 97 g.mo

7
P.F: 101,7-103,7 °C; IV (s/cm™): 3115 (O-H), 1617 (C=0), 1584 (C=C), 1484 (C=C), 1238
(C-0), 1049 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCls) 6: 7,42 (1H, d, H-6, %J= 7,7 Hz), 6,91 (1H,
d, H-5, %J=7,8 90= 1,2 Hz), 6,82 (1H, t, H-4, %)= 8,0 Hz), 3,87 (3H, 5, OCHs3), 3,37 (3H, s, H-
7). RMN-*C (75 MHz, CDCls) ¢: 165,83 (C=0), 147,73 (C3), 145,97 (C2), 120,90 (C5),
119,48 (C6), 117,31 (C1), 113,61 (C4), 56,25 (OCH3), 37,96 (C7).

3.1.2.6 Tentativa de sintese dos acidos N-fenilidroxamicos 12 e 13 (adaptado de JING, et al.
2013, Shi, 2000).

Figura 11 - Reacdo de formacéo de 12, 13 e 14.
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Fonte: do autor.

Em um baldo de fundo redondo, foram solubilizados a N-fenilidroxilamina (2,0 mmol)
e 0 bicarbonato de sédio (10,0 mmol) em diclorometano seco. Essa suspensao foi deixada em
agitacdo por 10 min a 0°C e, entdo, adicionou-se, gota a gota com o auxilio de um funil de
adicédo, a mistura reagente obtida no procedimento 3.1.2.4. A reagédo foi acompanhada por
CCD (hexano/acetato 7:3 v/v). Ao término da reacdo o sélido foi separado por filtracéo e, o
solvente do filtrado, foi evaporado em rotaevaporador. Em seguida, uma solucdo de NaOH
10% foi adicionada a mistura até pH 9, a mistura foi deixada em agitagdo por 10 minutos.
Passado esse tempo, HCI 2 Mol.L™ foi adicionada & mistura até pH 3 e o produto foi extraido

com acetato de etila (3 x 25 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro. Apds
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filtracdo e remocdo do solvente sob presséo reduzida, os produtos obtidos foram purificados
por cromatografia (hexano/acetato de elila 9:1 v/v).

Acetato de 4-alil-2-(hidroxi(fenil)carbamoil)-6-metoxifenila
Oleo castanho. Rendimento: 33,6 %

F.M.: C19H19NOs

M.M.: 341 g.mol™

RMN-H (300 MHz, CDCls) é: 8,03 (1H, s, OH), 7,59 (2H, d, H-2’, 3*= 7,5 Hz), 7,37 - 7,32
(2H, m, H-3°), 7,22 (1H, d, H-3, “J= 1,6 Hz), 7,14 (1H, ddd, H-4, 3J= 8,5 )= 2,2 °J= 1,1 Hz),
6,91 (1H, d, H-5, “J= 1,6 Hz), 6,00 — 5,88 (1H, m, CH,=CH-CH,), 5,17 — 5,10 (2H, m,
CH,=CH-CH,), 3,84 (3H, s, OCHs), 3,41 (2H, d, CH,=CH-CH,, %J= 6,6 Hz), 2,32 (3H, s,
CHs). RMN-3C (75 MHz, CDCls) : 169,2 (C=0 de éster), 163,4 (C=0O de hidroxamico),
151,2 (C6), 139,4 (C1°), 137,4 (C1), 136,2 (CH,=CH-CHy), 135,3 (C4), 129,9 (C2), 129,0
(C3%), 124,5 (C4), 120,7 (C3), 119,7 (C2%), 116,8 (C5), 114,8 (CH,=CH-CHy,), 56,2
(OCHs), 39,9 (CH,=CH-CH,), 20,5 (C7).

5 8 0 Acetato de 2-(hidroxi(fenil)carbamoil)fenila
4 o) Oleo castanho. Rendimento: 26,8 %
F.M.: C15H13NO4

NS
HO™ Ny
13a L __J,  MM.:271gmol™

IV (s/cm™): 3633 (O-H), 3059 (C-H), 3034 (C-H), 1791 (C=0), 1654 (C=0), 1481 (C=C),
1249 (C-0), 1161 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCls) é: 8,09 (1H, s, OH), 7,83 (1H, d, H-
3,%=75Hz), 7,6 (2H, d, H-2*, 3= 7,8 Hz), 7,51 (1H, m, H-4), 7,38 — 7,31 (3H, m, H-5, H-
3), 7,17 — 7,12 (2H, m, H-6, H-4"), 2,32 (3H, s, CH3). RMN-*C (75 MHz, CDCl5) ¢: 169,4
(C=0 de éster), 163,7 (C=0, hidroxamico), 147,8 (C1), 137,5 (1C, C1°), 132,2 (C5), 130,0
(C3), 129,2 (C3°), 128,9 (C2), 126,6 (C4), 124,8 (C4), 123,4 (C6), 120,0 (C2°), 21,1 (C7).
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Acetato de 2-(hidroxi(fenil)carbamoil)-6-metoxifenila
Oleo castanho. Rendimento : 41,2 %

F.M.: C16H15NOs

M.M.: 301 g.mol™

RMN-H (300 MHz, CDCls) &: 3,85 (s, 3H, OCH3), 7,39 — 7,33 (m, 6H, H-4, H-5, H-6, H3’,
H-4%), 7,59 (d, 2H, H-2’, J= 7.5 Hz), 8,04 (s, 1H, NOH), 9,61 (s, 1H, OH). RMN-C (75
MHz, CDClI3) d: 169,1 (C=0 de éster), 163,4 (C=0 hidroxamica), 149,3 (C6), 140,7 (C1),
137,8 (C1°), 130,3 (C4°), 129,4 (C3°), 127.2 (C2°), 124.6 (C4), 119,7 (C5), 114,6 (C2), 114,4
(C6), 56,2 (OCHs), 20,5 (C7).

o} Acetato de 2-(hidroxi(fenil)carbamoil)fenila

Y)J\o o Solido branco. Rendimento 6,3 %
1 2'
6©{U\O/N1\,©3' F.M.: Ci5H13NO,4
SNF3 g3 N M.M.: 271 g.mol™

P.F: 168,1 — 170,3 °C. RMN-'H (300 MHz, CDCl3) ¢: 10,38 (1H, s, NH), 7,38 — 7,34 (5H,
m, H-3, 2°-H, 3>-H), 7,29 — 7,24 (1H, m, 4°-H,), 7,03 — 6,94 (2H, m, H-4, H-5), 6,57 — 6,50
(1H, m, H-6), 2,24 (3H, s, CHs). RMN-'3C (75 MHz, CDCls) 4: 168,7 (éster, C=0), 167,8
(éster, C=0), 160,8 (C1), 141,2 (C1°), 134,2 (C5), 130,1 (C3), 129,7 (C3’), 129,4 (C4’), 127,6
(C2), 118,5 (C3), 118,3 (C6), 113,8 (C2), 18,4 (C7).
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3.1.2.7 Sintese dos derivados 2-metilbenzisoxasolindnicos 15, 16 e 17 (adaptado de Shi,
2000)

Figura 12 - Reacéo de formacéo de 15, 16 e 17.

Ry Ry
S DIAD, PhsP 0
% N. o, THR.25C g % N=CHs 15 21; ng:eHRf Al
0] o 17 R1= OMe R2=H

Fonte: do autor.

Em um baldo de fundo redondo sob atmosfera de nitrogénio foram solubilizados o
derivado N-metilidroxamico (0,8 mmol) e a trifenilfosfina (1,1 mmol) em 10 ml de THF seco.
Essa solucdo foi deixada em agitacdo por 10 min a 0°C. Em seguida foi adicionado a essa
solucdo, gota a gota com o auxilio de uma seringa, o DIAD (1,1 mmol). A reacdo foi
acompanhada por CCD (hexano/acetato de etila 7:3 v/v). Ap6s 24 horas, com o término da
reacdo, o solvente foi evaporado em rotaevaporador. O 6leo resultante foi purificado por CCS

(hexano/acetato de etila 8:2 v/v).

5-alil-7-metoxi-2-metilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona
Oleo incolor. Rendimento: 64,5 %

F.M.: C12H13NO3

M.M.: 219 g.mol™

IV (5/cm™): 2978 (C-H), 2921 (C-H), 2839 (C-H), 1667 (C=0), 1618 (C=C), 1508 (C=C),
1437 (C=C), 1259 (C-0), 1231 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCls) 8: 7,18 (1H, d, H-4, *J=
1,5 Hz), 6,86 (1H, d, H-6, “J= 1,5 Hz), 5,98 — 5,86 (1H, m, CH,=CH-CH,), 5,11 — 5,05 (2H,
m, CH,=CH-CHy), 3,94 (3H, s, OCHs), 3,64 (3H, s, CH3), 3,42 (2H, dd, CH,=CH-CH,, 3J=
3,9 “J= 3,4 Hz). RMN-C (75 MHz, CDCl5) 8: 162,8 (C=0), 148,7 (C7), 143,7 (C7a), 136,9
(CH,=CH-CH;), 136,8 (C5), 117,9 (C3a), 116,6 (C4), 115,2 (C6), 114,6 (CH,=CH-CH,), 56,
(OCHs), 40,0 (CH,=CH-CH,), 32,8 (C8).
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2-metilbenzo[d]isoxazol-3(2H)—ona

6 720 8 Oleo incolor. Rendimento: 70,3 %
‘NECH
5%3 ®  F.M.: CgH;NO,
4
16 °© M.M.: 149 g.mol™

IV (s/lcm™): 2980 (C-H), 2935 (C-H), 1668 (C=0), 1608 (C=C), 1443 (C=C), 1240 (C-O),
1107 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCls) &: 7,84 - 781 (1H, m, H-4), 7,60 (1H, ddd, H-6,
3J= 9,4 *3=7,3°J= 1,3 Hz), 7,29 — 7,20 (2H, m, H-5, 7-H), 3,67 (3H, s, CH3). RMN-'3C (75
MHz, CDCls) é: 165,1 (C=0), 159,8 (C7a), 133,1 (C6), 128,5 (C4), 124,2 (C5), 123,5 (C3a),
109,7 (C7), 32,5 (C8).

7-metoxi-2-metilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona

OCH;
AN 0,8 Sélido branco. Rendimento: 50,3 %
O AR o VEY R e

4

17 O M.M.: 179 g.mol™

P.F: 86,9-88,1 °C; IV (d/cm™): 2967 (C-H), 2917 (C-H), 2839 (C-H), 1653 (C=0), 1623
(C=C), 1507 (C=C), 1436 (C=C), 1275 (C-0), 1073 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCls) é:
7,36 (1H, dd, H-4, )= 7,8 “J= 1,1 Hz), 7,16 (1H, t, H-5, 3J= 7,8 Hz), 7,04 (1H, dd, H-6, %J=
7,8 *J=1,1 Hz), 3,96 (3H, s, OCHs), 3,66 (3H, s, CHs). RMN-*C (75 MHz, CDCls) ¢: 162,7
(C=0), 149,9 (C7), 144,0 (C7a), 124,3 (C5), 118,0 (C3a), 1154 (C4), 114,7 (C6), 58,3
(OCHs), 32,7 (C8).
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3.1.2.8 Sintese dos derivados 2-fenilbenzisoxasolinénicos 18, 19 e 20 (adaptado de Shi, 2000)

Figura 13 - Reacéo de formacéo de 18, 19 e 20.

R1 R1

OHcl)H DIAD, PhsP _ O\NQ
N ° = = Ali
R, THF,25°C 18 Ry= OMe Ry= Ali
0 O 19 R1= R2= H

20 R4= OMe R,= H

Fonte: do autor.

Em um baldo de fundo redondo sob atmosfera de nitrogénio foram solubilizados o
derivado N-fenilidroxdmico adequado (0,8 mmol) e a trifenilfosfina (1,1 mmol) em 10 ml de
THF seco. Essa solucdo foi deixada em agitacdo por 10 min a 0°C. Em seguida foi adicionado
a essa solucdo, gota a gota com o auxilio de uma seringa, o DIAD (1,1 mmol). A reacéo foi
acompanhada por CCD (hexano/acetato de etila 8:2 v/v). Ap6s 24 horas, com o término da
reacdo, o solvente foi evaporado em rotaevaporador. O 6leo resultante foi purificado por CCS

(hexano/acetato de etila 9:1 v/v).

5-alil-7-metoxi-2-metilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona
Sélido branco. Rendimento: 10,3 %

F.M.: C17H15NO3

M.M.: 281 g.mol™

P.F: 91,3-92,7 °C. RMN-'H (300 MHz, CDCl3) é: 7.92 (d, 2H, H-2’, )= 7.5 Hz), 7.54 —
7.42 (d, 1H, H-3, H-2, H-3"), 7.37 — 7.32 (m, 2H, H-3"), 7.28 — 7.25 (m, 1H, H-4), 6.94 (d,
1H, H-5, J= 1.6 Hz), 5.96 — 5.86 (m, 1H, CH), 5.15 — 5.04 (m, 2H, CHy), 4.00 (s, 3H, OCHs),
3.33 (d, 2H, CH,, J= 6,6 Hz). RMN-C (75 MHz, CDCls) ¢: 159.6 (C=0), 153.2 (C7),
143.6 (C17), 139.8 (C7a), 137.1 (CH), 136.6 (C5), 129.7 (C3°), 129.0 (C4), 128.2 (C4*), 125.5
(C2%), 119.7 (C3a), 117.6 (C6), 116.8 (CHy), 40,4 (CH,), 56.9 (OCHs)
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, 2-fenilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona
N O\N@4. Sélido branco. Rendimento: 30,3 %
°Y 03 R F.M.: C15HoNO,

M.M.: 211 g.mol™

P.F: 80,7-81,5 °C IV (s/cm™Y): 3016 (C-H), 2920 (C-H), 2851 (C-H), 1693 (C=0), 1594
(C=C), 1496 (C=C), 1204 (C-O). RMN-'H (300 MHz, CDCly) &: 7,92 - 789 (3H, m, H-4, H-
2°), 7,68 - 762 (1H, m, H-6), 7,50 — 7,44 (2H, m, H-3"), 7,34 — 7,25 (3H, m, H-5, 7-H, H-4").
RMN-13C (75 MHz, CDCls) o: 159,4 (C=0), 159,1 (C7a), 136,7 (C1°), 133,7 (C6), 129,1
(C37), 125,9 (C4), 124,6 (C4’), 123,9 (C5), 117,4 (C2’), 117,1 (C3a), 109,7 (C7).

7-metoxi-2-fenilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona
23 Solido branco. Rendimento: 25,6 %

6 7a o\ ) ‘
. 2‘@ ¥ F.M.: CiHuNO;
O

M.M.: 241 g.mol™

P.F: 108,1-111,5 °C IV (d/cm™): 3058 (C-H), 2979 (C-H), 2939 (C-H), 1686 (C=0), 1591
(C=C), 1369 (C=C), 1268 (C-0), 1067 (C-0). RMN-'H (300 MHz, CDCl5) é: 7,95 (2H, d,
H-2°, %)= 7,6 Hz), 7,52 — 7,47 (3H, m, H-3’, H-4), 7,26 (2H, t, H-4, H-5), 7,14 (1H, dd, H-6,
3J=8,0 *J= 1,0 Hz) 4,03 (3H, 5, OCHs). RMN-'*C (75 MHz, CDCls) : 159,7 (C=0), 149,27
(C7), 144,1 (C1”), 136,8 (C7a), 129,2 (C3°), 126,1 (C4*), 125,2 (C5), 124,7 (C4), 117,8 (C2"),
115,7 (C3a), 115,0 (C6), 56,4 (OCHs).

3.2 AVALIACAO BIOLOGICA

Foi avaliada a atividade antifungica in vitro dos produtos finais e seus precursores,
bem como sua citotoxicidade frente a células humanas sadias.

A atividade antifingica foi avaliada no Laborat6rio de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, com a supervisdo da Prof®. Dra. Amanda Latércia

Tranches Dias.
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A avaliagdo de citotoxicidade foi realizada no Laboratério de Vacinas do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG, pelo Prof. Dr. Luiz Felipe Leomil Coelho.

3.2.1 Avaliacéo da atividade antifungica.

A determinacdo dos valores de concentracdo inibitoria foi realizada segundo a
metodologia de microdiluicdo para leveduras conforme documento M27A3 (CLSI, 2008),
com algumas modificagdes. O meio de cultura utilizado foi caldo Mueller Hinton e as
substancias foram testadas em 10 concentrag¢des (ug/mL): 1000; 500; 250, 125, 100, 80, 40,
20, 10 e 5, por dissolucdo em dimetilsulféxido (DMSO). Os ensaios foram realizados com
fungos do género Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis e C.
tropicalis).

Como controle negativo, empregou-se 0 meio de cultura caldo Mueller Hinton
acrescido de DMSO nas mesmas concentragdes finais propostas para os derivados. O farmaco
padrdo utilizado como controle positivo no teste foi o fungistatico fluconazol, nas
concentragoes de 64 a 0,03 pg/mL.

A avaliacdo foi feita em placas de microdiluicdo contendo 96 pocos e o resultado
analisado com leitor tipo ELISA. O ensaio foi feito em duplicata. Os valores de Clsy (menor
concentracdo inibitéria de 50% do crescimento microbiano) e Clioo (Menor concentracdo

inibitéria de 100% do crescimento microbiano) foram determinados.

3.2.2 Avaliacdo da citotoxicidade frente a células sanguineas monucleares periféricas

humanas.

Os produtos sintetizados foram avaliados quanto a citotoxicidade frente a células
sanguineas monucleares periféricas humanas. Foi utilizado o método do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (DIAS et al., 2012). Volume de 90 uL de
suspensdo das células sanguineas (2,4 x 10° células/mL) foi distribuido em placas de
microtitulagdo com 10 pL de cada produto avaliado, nas seguintes concentragdes: 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 pg/mL e incubados a 37 °C em um incubador a 5% de CO; por 48
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h. Em seguida, foram adicionados 10 uL do corante tetrazdlico (5 mg/mL) e as células foram
incubadas novamente por um periodo de 4 horas. Entdo, o meio foi cuidadosamente removido
e adicionado a 100 pL de DMSO para solubilizagdo dos cristais de formazana. As placas
foram entdo agitadas por 5 min e as absorbancias para cada amostra medidas em um leitor
tipo ELISA a 560 nm.

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada pela relagdo [(A-B)/Ax100)], onde A e
B sdo os valores de absorbancia do controle e das células tratadas, respectivamente. Os dados
foram analisados usando regressdo linear para gerar os valores de CCsy (concentracdo

citotoxica para 50%). Os indices de seletividade foram expressos como a razdo CCsy/Clsp.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em face da atividade do eugenol e do ebselen como antifungicos, possivelmente por
atuar como inibidores dar H*-ATPase, procurou-se sintetizar um protdtipo capaz de inativar
esse transportador de prétons em fungos atraves da estratégia de hibridizagcdo molecular. O
hibrido proposto foi uma benzisoxazolinona constituida por subunidades provenientes do
eugenol e outras relacionadas ao ebselen. Outra estratégia utilizada foi a troca isostérica do
selénio presente no ebselen por um &tomo de oxigénio. Essa mudanca se deu a fim de avaliar
a toxicidade da molécula, visto que algumas pesquisas mostraram que a fonte de toxicidade
do ebselen advém do selénio (MEOTTI et al., 2003). Isto também permitiria avaliar a
influéncia da substituicdo isostérica na atividade biologica do hibrido, pois o oxigénio tem
menor capacidade de interagir com pontes de dissufeto, porém pode haver alguma interacdo
catalitica entre o ciclo benzisoxazolindnico com outras moléculas portadoras de grupos
funcionais a base de enxofre. Estudos semelhantes com anélogos do ebselen, nos quais houve
a troca do selénio por enxofre, oxigénio e carbono mostram que a atividade bioldgica é
mantida. Um exemplo disso é o estudo de Thomas e colaboradores que avaliaram como essas
mudancas bioisostéricas influenciariam na inibicdo da gutaminase e verificaram que 0s

analogos permanecem ativos (THOMAS et al., 2013).

Além do hibrido com o eugenol, foram planejados hibridos com estruturas anélogas, a
fim de avaliar como esses grupos afetariam a atividade bioldgica. Isso foi planejado levando
em conta a presenca ou auséncia dacadeia lateral alilica e da metoxila ligada ao anel
aromatico do biciclo, seguindo os estudos de Carrasco e colaboradores (2012). Analisou-se
também os substituintes metila ou fenila ligados diretamente ao nitrogénio do heterociclo, ja
gue os mesmos conferem perfis eletrénicos de estabilidade diferentes para o sistema

benzisoxazolindnico, como foi mostrado por Sheradsky e Avramovici (1978).
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Na figura 14 esta representado o esquema sintético seguido. Para a sintese dos

produtos finais planejados, foi

necessario inicialmente, a preparacdo dos derivados

acetilsalicilato (compostos 3 e 5, respectivamente) do eugenol e do &cido 2-hidroxi-3-

metoxibenzoico, sendo estes fenodi

s disponiveis comercialmente. Uma vez obtidos, poderiam

seguir, junto ao &cido acetilsalicilico (4), a rota sintética comum.

Figura 14 - Rota sintética para obt
glacial, 140°C; ii: Ag,0O, NaOH (aq),

encdo dos derivados benzisoxazolindnicos (i: hexamina, HAc
25°C; iii: Ac,0, piridina, 25°C; iv: SOCl,, DMF, DCM, 25°C; v:

CH3;NHOH.HCI, Na;HCO3;, DCM, 0°C; vi: PhANHOH, Na,HCO;, DCM, 0°C; vii: DIAD, PhsP, THF,

0-25°C).
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Fonte: do autor.
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Nesse sentido, a reagdo de formilacdo do eugenol foi realizada conforme descrito por
(RAO et al. 1949) empregando-se a metodologia conhecida por reacdo de Duff ou formilagéo
aromatica com hexamina. Essa € uma reacdo que apresenta seletividade pela posicdo orto a
hidroxila fendlica. O mecanismo é iniciado com a protonacéo de uma das aminas terciarias da
hexamina pelo acido acético (Figura 15). A formacdo dessa amina carregada positivamente
favorece a formacdo de uma segunda espécie, um intermediario iminio. Consequentemente,
essa imina sofre um ataque eletrofilico do substrato aromatico. Esse ataque eletrofilico €
sucedido de uma perda momentanea da aromaticidade que é restaurada por meio de uma
translocacdo intramolecular de hidrogénio reconstituindo também a hidroxila fendlica. Ha
uma série de reacdes de equilibrio com o intermediario iminio, que ao final culmina em uma
reacao redox intramolecular e o carbono benzilico passa ao estado de oxidacao de um aldeido,

0 qual é gerado por hidrdlise acida da imina.

Figura 15 - Mecanismo da reacéo de formilacéo via reagdo de Duff

&
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M 61‘\ MH (—\ NHp
() = [T = 1L = [0
AN AN AN ANg,

N.l L/N: - l!l %N N. N
“-/
H ZN@g\/ L N //N\/
HO o] OH
H —_— H
CHj
N.‘]N/Ne
s

Fonte: do autor.

Baixos rendimentos foram descritos para esse método de formilacdo, porém o
rendimento obtido aqui foi superior aqueles relatados (RAO et al.,, 1949). Houve uma
modificagdo na técnica original, utilizando-se o método de cromatografia em coluna para
purificacdo do produto final.

Dos dados obtidos pela anélise espectrométrica no 1V, destaca-se a presenca de uma

banda em 1655 cm™, caracteristica deformacdo axial de carbono carbonilico (C=0) de


http://en.wikipedia.org/wiki/Iminium
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aldeidos; uma banda larga centrada em 3134 cm™, que corresponde ao grupo hidroxila, duas
bandas em 1638, 1508 e 1495 cm™ representando deformacéo axial das ligagdes (C=C) duplas

do anel aromatico.

Figura 16 - Espectro no 1V do composto 1.
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Fonte: do autor.

No espectro de RMN de *H, podem-se notar os simpletos relativos aos hidrogénios dos
grupos OCH3; e OH a ¢ 3,89, 10,94, além dos dois hidrogénios aromaticos H-6 e H-4 em ¢
6,97 e 6,93, respectivamente. Dentre os hidrogénios aromaticos, aquele que se apresenta mais
desblindado € o que estad mais proximo da carbonila, uma vez que esse grupo exerce um efeito
retirador de elétrons, deixando os atomos préximos a ele com menor densidade eletronica e,
portanto, com maior capacidade de absorver a radiacdo incidida sobre eles. Também se
observam os dois multipletos e o dupleto referentes aos hidrogénios da cadeia alilica a 6 5,92-
5,86 (HC=CHy,), 5,12-5,06 (HC=CH,) e 3,36 (CH,-CH) com uma constante de acoplamento
de 6,6 Hz.

Pode-se notar, também, um simpleto relativo ao hidrogénio ligado a carbonila com
deslocamento quimico de ¢ 9,86, caracteristico de hidrogénios aldeidicos, o que indica que a
formilacdo do eugenol foi efetiva.

No espectro de RMN de *3C, ha um sinal em & 196,68, cujo deslocamento quimico
maior é caracteristico de carbonos carbonilicos de aldeidos por serem altamente desblidados,
caracterizando a insercdo de um grupo formila & molécula de eugenol. P6de-se observar um
sinal relativo ao carbono da metoxila a 0 56,37, bem como os sinais referentes aos carbonos
da cadeia lateral alilica a ¢ 39,48 (H,C-CH=CH,), 116,61 (HC=CH,) e 136,81 (HC=CH,). Os
carbonos aromaticos hidrogenados podem ser notados a ¢ 123,78 C-6 e 118,79 C-4, sendo 0
primeiro correspondente ao carbono mais préximo a carbonila, que € retiradora de elétrons e o

segundo carbono orto a metoxila que é doadora por ressonancia. Na regido que compreende
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os sinais ¢ 150,14 a 120,54, observa-se a presenca dos 4 atomos de carbonos aromaticos e de
um carbono alilico, tendo este Ultimo o deslocamento quimico de ¢ 136,81. A ¢ 150,14,
148,29, 131,81 e 120,54 notam-se os sinais de carbonos aromaticos ligados aos grupos
metoxila, hidroxila, cadeia alilica e a carbonila, respectivamente. Neste caso, o carbono ligado
a metoxila possui um deslocamento quimico maior do que o carbono ligado a hidroxila,
porque ele estd na posicdo meta ao aldeido, sendo mais desblindado por ressonancia. Tal

efeito € mais sentido na posicao meta.

Figura 17 - Espectro de RMN de *H do composto 1 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

Pelo subespectro DEPT-135 (FIGURA 18), pode-se confirmar parte das atribuicdes
feitas anteriormente, com destaque para os sinais de carbonos metilénicos a ¢ 116,61 e 39,48,
que possuem o sinal em fase oposta. Além disso, a metoxila a ¢ 56,98, carbonos aromaticos a
0 118,88 e 123,78, o carbono alilico em 136,24 e o carbono aldeidico em 196,68.
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Figura 18 - Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 1 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Para a oxidacdo do aldeido a &cido carboxilico foram avaliadas algumas técnicas a fim
de se escolher a melhor, porém duas ndo apresentaram resultados satisfatorios: a que emprega
H,O; e nitrato de prata (CHAKRABORTY, et al., 2009) e a que utiliza H,0,, hidroxilamina e
HCI (BAHRAMI, 2008). O método escolhido (PEARL, 1963) usa 0xido de prata em meio
alcalino para promover a oxidagdo desejada.
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Usando este método, a reagdo se desenvolveu em cinco horas, e o produto obtido foi
purificado por cromatografia em coluna (hexano/acetato de etila 8:2 para remogédo de um
segundo produto mais polar que o &cido oriundo do eugenol, possivelmente gerado pela
oxidacdo do seu grupo alila. Reac6es de adicdo e oxidagdo de alcenos utilizando prata ja sdo
bem conhecidas (TORRES et al, 2005). Ainda, os rendimentos descritos para diversos
compostos obtidos por essa técnica sdo bem altos, um pouco maiores do que aqueles obtidos
nesse trabalho.

Dos dados obtidos pela analise em espectrometro no IV, destacam-se a presenca de
uma banda em 1653 cm™, caracteristica de vibracdes de deformacdo axial de carbono
carbonilico (C=0) de &cido carboxilico e outra em 1447 e 1264 cm™, aparecem duas bandas
de deformacdo axial, devido ao acoplamento da deformacéo angular no plano da ligagdo O-H
e a banda de deformacdo axial da ligacdo C-O de écidos carboxilicos em 1191 cm™. Uma
banda centrada em 3061 cm™ que corresponde ao grupo hidroxila (OH). Essa banda possui
uma intensidade e uma frequéncia menor porque ela interage por ligacao de hidrogénio com a
carbonila do é4cido carboxilico em orto; duas bandas a 1610 e 1447 cm™, representando
deformacéo axial das ligacGes duplas do anel aromatico.

Figura 19 - Espectro no 1V do composto 2.
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Fonte: do autor.

No espectro de RMN de *H (Figura 20), podem-se notar algumas pequenas diferencas
nesse espectro quando comparamos com 0 RMN do composto 1. A diferenca esta no valor de
o do hidrogénio aromatico orto a carbonila do cido carboxilico, o valor foi de J 6,9 para o
7,3. Dentre os hidrogénios aromaticos, aquele que apresenta menor valor de ¢ é 0 que esta
mais distante do grupo carbonila, ou seja, aquela na posi¢cdo para ao C-1. Os dois hidrogénios

aromaticos possuem um J de 2,1 Hz, o que mostra o acoplamento quimico entre 0s mesmos.
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O simpleto referente a hidroxila fenolica pode ser observado em ¢ 10,48. N&o foi observado o
simpleto com deslocamento quimico em ¢ 9,86 caracteristico de hidrogénio formilico, o que

caracteriza a oxidacdo do mesmo a acido carboxilico.

Figura 20 - Espectro de RMN de *H do composto 2 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

O espectro de RMN de *C (Figura 21) também apresentou pequenas diferencas em
relacdo ao espectro obtido parao 1. A 6 151,06, 148,56 e 130,87 nota-se o carbono aromatico
ligado aos grupos metoxila, hidroxila e a cadeia alilica, respectivamente. O carbono aromatico
ligado ao grupo carbonila do &cido carboxilico é visualizado a ¢ 111,43 (C-1). Pode notar uma
mudanga acentuada no deslocamento quimico do C-1 quando se compara o derivado
formilado e o &cido carboxilico. O deslocamento quimico do C-1 no formileugenol (1) é de o
120,54 e no derivado que possui um &cido carboxilico (2) é de ¢ 111,43. Esse decaimento se
da pelo fato do carbono carbonilico do aldeido ser mais eletrofilico do que o do acido e por
efeito indutivo desblinda mais o carbono ligado diretamente a ele. O sinal do carbono
carbonilico é de ¢ 174,82 (C=0), regido caracteristica de carbonilas de acidos carboxilicos. O

subespectro DEPT-135 (Figura 21) auxiliou na atribui¢do dos sinais de RMN-C.



55

Figura 21 - Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 2 (CDCls, 75 MHz).

5 - o axa
S =% 5 8 S2E E KE®© ® -
| 11 | | [ | Nl | |
OCH,
3
4 OH
b(‘\\ »
= O
:1\4 1 \ 1
2 OH ,
1 ] 1
1
1
’ _J . _J - - e,
- - . - - - - . v . - v . v . . v :
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 20 80 70 60 50 a0 30 20
f1 (pom)
~ @2 .
5 €38 g 2
= . Ea ]
2 N == s B
| VA | |
]
!
!
|
OCH,
3
a4 _OH
U sl ? O 1
~— ,_/1 !
B
2 OH
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 1320 120 110 20 80 70 60 50 40 30 20 10

100
1 (ppm)

Fonte: do autor.

Para a acetilacdo dos fendis 2 e 3 optou-se pelo método que emprega anidrido acetico
para promover a acilagdo do fenol (KURTI, L. et al. 2005). O uso de anidridos se justifica
principalmente pela sua grande estabilidade em relacdo aos cloretos de acido respectivos.

Além disso, esse método é bastante seletivo, ndo afetando o &cido carboxilico presente na
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molécula. Utilizou-se piridina como catalisador e a reacdo se mostrou limpa e de féacil
elaboragéo.

O mecanismo reacional se desenvolve primeiramente pelo ataque nucleofilico da
piridina ao anidrido acético, formando um intermediario carregado altamente reativo. A
carbonila desse ion acetil piridinico € posteriormente atacada pela hidroxila fenélica do fenol
em questdo, formando um intermediario instavel que apods reconstituir a dupla ligagdo da
carbonila, expulsa a piridina, que € o melhor grupo abandonador. O resultado final é a

hidroxila fendlica acetilada.

Figura 22 - Mecanismo da reagdo de acetilacdo de fendis.
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Fonte: do autor.

O écido 5-alil-2-hidroxi-3-metoxibenzdico foi acetilado e os dados mais relevantes
obtidos pela analise do espectro no 1V dessa substancia (Figura 23) sdo a presenca de uma
segunda banda referente & deformac#o axial da carbonila da acetila a 1765 cm™, caracteristica
da ligagdo C=0; uma banda a 1694 cm™ que corresponde & carbonila do 4cido carboxilico
ligado diretamente ao anel aromético; uma banda a 1682 cm™ referente a ligacdo C=C da
cadeia alilica; duas banda a © 1269 e 1118 cm™, relacionada a deformacéo axial C-O; e ainda
uma banda em 1591 cm™, correspondente as ligacdes duplas entre os carbonos do anel

aromatico (C=C).
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Figura 23 - Espectro no 1V do composto 3.
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Fonte: do autor.

No espectro de RMN de *H (Figura 24), Nota-se a presenca de um simpleto em & 2,34
referente a metila da acetila. Os sinais referentes aos dois hidrogénios aromaticos sao
observados em ¢ 7,47 H-6 e 7,01 H-4. Os sinais desses hidrogénios possuem um
deslocamento quimico maior que os apresentados pela substancia 2, porque houve a insercao
de uma acetila a hidroxila fendlica. Esses hidrogénios se localizam na posicdo meta em

relacdo a hidroxila acetilada, que possui um discreto efeito retirador de densidade eletronica
por inducéo.
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H do composto 3 (CDCls, 300 MHz).

H,C O 2
3 ~ o
O3 ;T,
(0]
4 \\_7
| sl ] £EZ8329s  88meNss
2 Shcicors sEessge
6 TR Y2227
3 OH
1
b I
' || | “ il |
(1[4 ||
I'u‘l» I\ |L” Vi I
v \1 \J v ‘.\
- B
@ I~
S S
- =]
5.20 5.18 5.16 5.12 5.10 508
f1(ppm)
s
EE88E3S SZgzzens -~
et S S e 88
L J Dol RV RV R g ) 4
= e L SRgnes Sttt —t o
| oo Mm—m \/
Qaaoaoae Y
2eee9e | !
RRoY
I ’
AL W\ J e || O | )
Y Y r 2 Y i Y
5 8 = B85 s E 8
o - - -_ e L] o~ Lar]
e
11.0 10.5 100 9.5 5.0 8.5 8.0 75 70 6.5 6.?1 ( 5.\5 5.0 4,5 4.0 35 30 25 20 15 10 05
ppm)

Fonte: do autor.

No espectro de RMN de **C (Figura 25) pode ser observada uma mudanca no

deslocamento quimico do carbono ligado ao oxigénio acetilado. Quando a molécula possuia a

hidroxila livre o deslocamento quimico do carbono a ela ligado era de 148,56 (C-2), apds a

acetilagdo o valor passou a ser 6 139,05 (C-2). Em 6 20,84 encontra-se o sinal referente a

metila da acetila. Finalmente, em § 169,91 e 169,33 observam-se os carbonos carbonilicos da

carbonila ligada diretamente ao anel aromatico e da acetila.
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Figura 25 - Espectro de RMN de **C do composto 3 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

O é&cido 2-hidroxi-3-metoxibenzdico foi acetilado e os dados obtidos pela analise em
espectrometro no 1V (Figura 26), destacam-se a presenca de duas bandas de deformacéo axial
em 1698 e 1759 cm™, que correspondem as carbonilas do &cido carboxilico e do éster,
respectivamente. Uma banda a 1275 cm™, caracteristica da ligacdo C-O de ésteres e ainda

bandas a 1603, 1579 e 1473 cm™, referentes as ligacdes duplas do anel aromético (C=C).

Figura 26 - Espectro no 1V do composto 5.
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Fonte: do autor
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No espectro de RMN de *H (Figura 27), os sinais pertencentes aos hidrogénios
aromaticos correspondem a um dupleto duplo e um multipleto. O dupleto duplo com
deslocamento quimico de 7,42 é relativo ao hidrogénio vizinho a carbonila do acido
carboxilico (C-6). O multipleto em ¢ 7,36-7,28 foi atribuido aos hidrogénios aromaticos orto e
meta & metoxila (C-4 e C-5). E possivel notar dois simpletos referentes a metila da acetoxila e
a metoxila em ¢ 2,21 e 3,78, respectivamente. Os hidrogénios da metoxila possuim um
deslocamento quimico maior, porque estdo ligados a um carbono que por sua vez esta ligado a

um atomo mais eletronegativo.

Figura 27 - Espectro de RMN de *H do composto 5 (DMSO-ds, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

J4 no espectro de RMN de 3C (Figura 28), observam-se dois sinais de carbonos
metilicos em ¢ 37,96 (C-7) e 58,18 (OCHp3), este ultimo referente a metoxila. Com ajuda do
subespectro DEPT foi possivel localizar os sinais referentes aos carbonos aromaticos
hidrogenados em ¢ 116,52 (C-4), 126,33 (C-5), 125,18 (C-6) e dos ndo hidrogenados em o
122,10 (C-1), 139,24 (C-2), 151,81 (C-3). Finalmente, em ¢ 168,44 nota-se o sinal do carbono
carbonilico da acetila (C=0) e em ¢ 165,68 o carbono carbonilico do &cido ligado diretamente

ao anel aromético.



61

Figura 28 - Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 5 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Na sequéncia, foram sintetizados os cloretos de acila (ou cloreto de acido). Como
parte de sua estrutura, a presenca de um atomo de cloro ligado ao carbono da carbonila produz
um eletréfilo muito bom, aumentando a reatividade dele frente a nucledfilos. Isto significa
também que um fraco nucleofilo pode atacar esse carbono. Como o ion cloreto € um bom
abandonador, ele ird prontamente ser substituido pelo nucledfilo. Os cloretos de acila podem
ser usados para preparar qualquer derivado de acido carboxilico, inclusive os acidos

hidroxamicos propostos nesse trabalho.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloro
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbonila
http://pt.wikipedia.org/wiki/Eletr%C3%B3filo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3filo
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
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O método escolhido para a obtencdo dos cloretos de acila foi o descrito por Khalikov e
colaboradores (2006) que utiliza condicdes reacionais brandas e estaveis, ndo apresentando
produtos de degradacdo ou reacOes paralelas, fazendo dele um método quimio e
regiosseletivo. A DMF atua como catalisador da reacédo (Figura 29), pois reage com o cloreto
de tionila, formando um intermediério mais reativo frente ao acido carboxilico, aumentando a
velocidade reacional e eliminando a necessidade de aquecimento sob refluxo. Assim, o
cloreto de tionila reage com a DMF resultando em um ion cloroiminio que ¢ um bom
eletrofilo. Uma vez formado o ion iminio, a hidroxila do acido ataca o carbono eletrofilico
dele e libera um ion cloreto no meio. Esse ion cloreto ataca a carbonila resultando em um
intermediério tetraédrico zwitteribnico que se dissocia formando o cloreto de 4&cido e

reconstituindo a dimetilformamida.

Figura 29 - Mecanismo de formacéo de cloretos de acido catalisados por DMF.
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Fonte: do autor.

Devido a alta reatividade do cloreto de acido formado, os solventes e reagentes
utilizados na sintese e manipulacdo desses cloretos foram cuidadosamente secos. O
acompanhamento por CCD da reacdo ndo foi satisfatorio, pois o cloreto de acido retorna ao
acido de origem por reagir com os grupos hidroxila da silica. Por essa questdo de alta
reatividade, a reacdo ndo é elaborada e o rendimento adotado é de 100%, utilizando-se o
produto bruto na etapa seguinte.

Os é&cidos hidroxamicos foram sintetizados a partir do cloreto de acido e de
hidroxilaminas N-substituidas através de uma reacdo de substitui¢do a carbonila. Essa reacéo
consiste em um ataque nucleofilico do nitrogénio da hidroxilamina, resultando em um
intermediério tetraédrico. Subsequentemente, ha a reconstitui¢do da carbonila e eliminag¢do do

cloreto, que geralmente ¢ um bom abandonador.
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Os é&cidos hidroxamicos correspondem a um grupo de substdncias em que a
hidroxilamina é ligada a uma carbonila, com estrutura geral R;CONR,OH. Séo geralmente
utilizados como agentes quelantes de metais ou como precursores sintéticos de heterocliclos.
A reacdo se desenvolve em duas etapas, one-pot (JING et al., 2013). Primeiro, ha a formacéo
do &cido hidroxamico O-acetilado (Figura 30). Essa etapa é rapida, pois o cloreto de acido é
muito reativo e o nitrogénio é um nucle6filo muito hébil. Na segunda etapa, a N-metil-
idroxilamina em excesso no meio reacional desacetila esse produto regenerando a hidroxila
fendlica orto ao &cido hidroxamico. Por outro lado, devido a menor nucleofilicidade do
nitrogénio N-fenilidroxilamina, poderia se prever uma reacdo incompleta de desacetilacdo,

como mostrado mais a diante.

Figura 30 - Mecanismo de formagdo de formacdo dos &cidos N-metilidroxamicos e
subsequente desacetilacao.
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Fonte: do autor.

A reacdo foi realizada a baixa temperatura, uma vez que, o cloreto de &cido sendo
muito reativo pode sofrer ataque nucleofilico do grupo NH e também do grupo OH do
reagente. Diminuindo a temperatura, o ataque do NH é favorecido, pois 0 mesmo é um
nucleofilo mais forte. Com isso a formacdo do produto de interesse é favorecida em

detrimento do produto O-acilado.

Os estégios de formacdo do acido hidroxamico e a sua posterior desacetilagdo séo

facilmente visualizados na monitorizacdo da reagdo por CCD utilizando como revelador uma


http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilamina
http://es.wikipedia.org/wiki/Agente_quelante
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solucdo de cloreto férrico. O cloreto férrico é capaz de diferenciar o derivado cido acetilado
do desacetilado. Quando a hidroxila na posicdo orto ao &cido estd desacetilada, 0 composto
adquire uma coloracdo azul quando uma solucdo de cloreto férrico é borrifada na placa.
Quando a hidroxila na posicdo orto ao acido esta acetilada, o composto ndo exibe nenhuma
coloragdo ao entrar em contato com o cloreto férrico. Isso ocorre porque os fendis formam
complexos coloridos com fon Fe®". Da mesma forma é possivel detectar a formacao do 4cido
hidroxdmico com essa técnica, uma vez que o mesmo adquire uma coloracdo castanha ao
entrar em contato com o cloreto férrico na placa de CCD. Primeiro, ha a formacdo de um
produto mais apolar e consumo do cloreto de acido e da N-metil-hidroxilamina. Algum tempo
depois, nota-se a formacao de um produto mais polar.

A anélise do espectro no 1V desse composto (FIGURA 31) permite visualizar uma
banda de deformacéo axial em 3177 cm™ referente & hidroxila fenélica; uma banda em 1616
cm™ correspondente a ligacdo C=0 de 4cido hidroxamico, que possui frequéncia menor,
semelhante & de carbonilas de amidas; uma banda em 1262 cm™, caracteristica de ligagdes C-
N.

Figura 31 - Espectro no 1V do composto 9.
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Fonte: do autor.

A reacdo se baseia no método de JING e colaboradores, descrito acima, porém ao
contrario dos demais compostos sintetizados o 9 apresenta um Rf muito préximo dos seus
subprodutos, o éacido hidroxdmico acetilado e o produto do ataque da hidroxila da
hidroxilamina. Por essa razédo a purificacao foi realizada por CCS.

No espectro de RMN de *H (Figura 32), os sinais referentes aos dois hidrogénios
aromaticos séo observados em ¢ 6,75 (H-6) e 6,85 (H-4), ambos possuindo um deslocamento
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quimico menor do que o apresentado no precursor, que apresentava um éacido carboxilico. Isso
se deve ao efeito retirador de elétrons do acido carboxilico que € mais pronunciado do que o
apresentado pelo &cido hidroxdmico. Em ¢ 3,38 nota-se um simpleto referente aos trés
hidrogénios da metila (N-CHgs), que possui um deslocamento quimico um pouco acima da

regido de carbonos metilicos por estar ligado diretamente a um atomo eletronegativo.

Figura 32 - Espectro de RMN de *H do composto 9 (CDCls, 300 MHz).

3.866

OCH.
3
o A3 _on
sl _F o 528
A 558
=] !
g _N.
9 ~"-oH
SE3
5 — =
T BEEZEH |
- EL Lk
< el
ESESO-SBEREE |
R e e e e e R L
] l
' | o
S N\ G . W I P N V.| |
[ T I T ™1
23 3 2 COE
oo — (3] L] ot
T v T T T T T T T v T v T ¥ T T T T T v T v T v T T T T T T T v T v T T T
10.0 9.5 .0 8.5 8.0 FA Fai 6.5 &0 55 50 45 4.0 15 3.0 15 20 1.5 1.0
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No espectro de RMN de *C (FIGURA 363, os carbonos arométicos hidrogenados
podem ser notados a ¢ 120,41 C-6 e 114,05 C-4. A ¢ 147,55, 131,50, 117,23 nota-se 0s
carbonos aromaticos ligados aos grupos metoxila, cadeia alilica e a carbonila,
respectivamente. Todos os sinais tiveram um decréscimo nos seus valores de ¢ quando
comparado com o &cido carboxilico precursor, uma vez que a carbonila de &cido carboxilico
possui uma maior capacidade de retirar densidade eletronica do anel aromatico se comparado
ao acido hidroxamico. Somente o carbono aromatico ligado a hidroxila fendlica teve seu valor
de deslocamento quimico aumentado de 139,05 (C-2) do precursor 3 para 143,86 (C-2) acido

hidroxdmico 9, uma vez que 0 mesmo se encontra agora desacetilado. Finalmente, em ¢
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165,68 pode-se notar o carbono carbonilico, cujo deslocamento quimico esti na regido de
carbonila de &cido hidroxamico. O subespectro DEPT-135 (Figura 33) auxiliou na atribuicdo
dos sinais de RMN-C.

Figura 33 - Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 9 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Dos dados obtidos pela analise por espectroscopia no IV para a substancia 10 (Figura

34) exibiu como principais sinais uma banda em 3094 cm™ referente & hidroxila fendlica
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associada; uma banda em 1625 cm™ correspondente & ligagdo C=0 de &cidos hidroxamicos;
bandas em 1608, 1504 e 1449 cm™ representando as vibragdes C=C do niicleo aromético.

Figura 34 - Espectro no IV do composto 10.
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Fonte: do autor.

No espectro de *H (Figura 35), em § 7,30 pode-se notar um dupleto relativo ao
hidrogénio aromatico H-6, esse hidrogénio apresenta um deslocamento quimico maior que 0s
demais pelo fato de estar na posi¢do orto a carbonila do &cido hidroxamico, que deixa esse
hidrogénio mais desblindado. Em ¢ 7,26-7,20 se vé um multipleto referente ao hidrogénio
aromatico ligado ao carbono H-4. Esse hidrogénio apresenta como um de seus acoplamentos
um J de 7,5Hz, que corresponde ao mesmo valor de J do hidrogénio orto a carbonila. 1sso
indica que esse sinal é referente ao hidrogénio meta a carbonila. Também se observa um
tripleto duplo em ¢ 6,88-6,78 referente ao hidrogénio H-5 que esta para em relacdo a
carbonila e ao hidrogénio H-3, que possui 0 menor deslocamento quimico dentre o0s
aromaticos, pois esta localizado na posicdo orto & hidroxila fendlica que o blinda. E possivel
observar também um simpleto em 3,18, esse sinal é atribuido a metila do acido hidroxamico,
0 que revela a formacdo do mesmo. Finalmente, notam-se dois sinais alargados em ¢ 10,11 e
9,86 correspondendo as hidroxilas fendlica e hidroxamica, respectivamente. Os sinais da

metila e da hidroxila sdo indicios da formacao do acido hidroxamico.



Figura 35 - Espectro de RMN de *H do composto 10 (DMSO-ds, 300 MHz).
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No espectro de RMN de **C (Figura 36), pode-se observar um sinal relativo ao

carbono de metila C-7 em ¢ 37,27, caracteristico de grupos metil ligado a atomos

eletronegativos. Em ¢ 115,98, 118,51, 128,70, 130,78 se referem aos carbonos hidrogenados

do anel aromatico sendo o de menor deslocamento quimico o carbono orto a hidroxila e o

com maior deslocamento o carbono orto a carbonila. 1sso se deve aos efeitos ja explanados

anteriormente. Os sinais dos carbonos aromaticos ndao hidrogenados sdo ¢ 122,00 e 155,00

que correspondem aos carbonos C-1, que é ligado a carbonila e o C-2, ligado a hidroxila

fenolica. O sinal do carbono carbonilico, como ja era esperado, presentou um ¢ de 166,79 que

é relativamente baixo para carbonilas, caracteristico de carbonos carbonilicos de acido

hidroxamicos.
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Figura 36 - Espectro de RMN de **C do composto 10 (DMSO-dg, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Dos dados obtidos pela analise do composto 9 em espectrometria no IV (Figura 37),
destacam-se a presenca de uma banda a 3115 cm™, caracteristica de hidroxila fenélica; uma
banda a 1617 cm™, que corresponde a deformacdo axial da ligacdo C=O de 4cidos

hidroxamicos; duas bandas a 1584 e 1540 cm™, representando ligaces oriundas das vibracdes
C=C do anel aromaético.

Figura 37 - Espectro no IV do composto 11.
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No espectro de RMN de *H (Figura 38), os sinais pertencentes aos hidrogénios

aromaticos correspondem a um dupleto, um dupleto duplo e um tripleto. O dupleto com

deslocamento quimico de 7,42 ppm pertence ao hidrogénio H-6, vizinho a carbonila do acido

hidroxamico. Esse hidrogénio possui uma constante de acoplamento de 7,8 Hz a mesma

constante do tripleto em ¢ 6,01 que pertence ao hidrogénio H-5. O dupleto duplo em ¢ 6,82

pertence ao hidrogénio aromatico orto & metoxila (H-4). E possivel notar dois simpletos

referentes a metila e a metoxila em ¢ 3,37 e 3,87, respectivamente.

Figura 38 - Espectro de RMN de *H do composto 11 (CDCls, 300 MHz).
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Ja no espectro de RMN *3C (Figura 39), observam-se dois sinais com carbonos

metilicos em J 37,96 e 56,25, sendo que o de sinal mais baixo corresponde a N-metila. Com

ajuda do subespectro DEPT foi possivel localizar os sinais referentes aos carbonos aromaticos
hidrogenados em ¢ 113,61 C-4, 119,48 C-5, 120,90 C-6 e dos ndo hidrogenados em ¢ 117,31
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C-1, 145,97 C-2, 147,731 C-3. Finalmente, em ¢ 165,83 nota-se o sinal do carbono

carbonilico do acido hidroxamico.

Figura 39 - Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 11 (CDCls, 75 MHz).
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Na reagdo de sintese dos &cidos N-fenilidroxadmicos foi possivel isolar e caracterizar
somente os derivados acetilados. Isso possivelmente ocorreu pelo fato de a N-
fenilidroxilamina possuir um nitrogénio menos nucleofilico que aquele da N-
metilidroxilamina. Seu nitrogénio esta conjugado a um anel aromatico, o que deixa seu par de
elétrons menos disponivel para o ataque nucleofilico. Em contrapartida, o grupo metila da N-
metilidroxilamina doa densidade eletronica para o nitrogénio, deixando-o mais nucleofilico.
Somado aos efeitos eletrdnicos, o anel benzénico proporciona um impedimento estérico maior
que a metila. Por esses fatos, o ataque do nitrogénio da N-fenilidroxilamina a carbonila néo é
tdo efetivo, podendo gerar compostos onde o oxigénio é o nucleofilo (Figura 40). Outro fato
decorrente dessa deficiéncia nucleofilica é a incapacidade da N-fenilhidroxilamina desacetilar
efetivamente a hidroxila fendlica da substdncia em questdo. Por essa razdo o é&cido

hidroxamico acetilado isolado da reacdo permaneceu acetilado.

Figura 40 - Mecanismo de formacéo dos acidos N-fenilidroxamicos.
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Por esse motivo, apos a obtencdo deste derivado acetilado foi empregada uma técnica
de desacetilacdo seletiva, uma vez que o método empregado deve ser capaz de retirar apenas o
grupo acetila, sem interferir com a carbonila do acido hidroxamico. A carbonila do acido
hidroxamico se assemelha a carbonila de uma amida, tendo assim uma resisténcia intrinseca

devido a ressonancia com o nitrogénio. Porém, esse par de elétrons do nitrogénio também esta
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compartilhado com o anel aromatico, deixando a carbonila mais reativa. Desse modo, 0
reagente escolhido para desacetilar a hidroxila fendlica foi uma solugdo aquosa de NaOH
como ja mencionado nos métodos. A desacetilacdo foi acompanhada por CCD e o produto

ndo pode ser caracterizado sendo utilizado na etapa reacional seguinte.

No espectro de *H (Figura 41) é representado o espectro do acetato de 4-alil-2-
(hidroxi(fenil)carbamoil)-6-metoxifenila, pode-se notar trés simpletos em ¢ 8,03, 3,48, 2,32
correspondendo aos sinais da hidroxila hidroxamica (N-OH), da metoxila (OCHj3) e da metila
da acetila (C-7), respectivamente. O primeiro sinal é caracteristico de hidroxila e estd na
regido correspondente a mesma. Na regido dos hidrogénios aromaticos, pode-se observar 0s
hidrogénios oriundos do eugenol, sdo eles dois dupletos em ¢ 7,22 e 6,91, que correspondem
ao hidrogénio vizinho a carbonila (H-3) e ao hidrogénio vizinho a metoxila (H-5). Essa
atribuicdo e possivel ao verificarmos os valores da constante de acoplamento desses dois
hidrogénios que é de 1,8, mostrando a vizinhanca dos mesmos. Nota-se um dupleto
integrando para dois hidrogénios em ¢ 7,59, que corresponde aos hidrogénios do anel
aromatico ligado ao nitrogénio do acido hidroxdmico. Esses hidrogénios estdo ligados aos
carbonos (C-2’ e C-3”) que se situam na posi¢do orto ao nitrogénio. Ha um tripleto em ¢ 7,35
correspondendo a dois hidrogénios, esse sinal pertence aos dois hidrogénios aromaticos na
posicdo para ao nitrogénio. Tanto o dupleto como o tripleto possui uma constante de
acoplamento de 7,5 Hz, o que indica que realmente se tratam de hidrogénios vizinhos.
Finalmente, nota-se um multipleto com deslocamento quimico de 7,14 ppm referente ao

hidrogénio na posicdo para ao nitrogénio do acido hidroxamico H-4’.
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Figura 41 - Espectro de RMN de *H do composto 12a (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

No espectro de '*C (Figura 42), observou-se que 12a apresenta 2 sinais que
correspondem aos carbonos da metoxila 0 56,20 e da metila da acetila em ¢ 20,54. Ja a o
151,26 C-6, 139,42 C-1, 137,79 C-4, 129,90 C-2, notam-se 0s carbonos aromaticos nédo
hidrogenados ligados aos grupos metoxila, hidroxila acetilada, cadeia alilica e a carbonila,
respectivamente. Como ja era de se esperar, o carbono ligado ao oxigénio acetilado
apresentou um deslocamento quimico semelhante ao apresentado anteriormente no acido 2-
acetoxi-5-alil-3-metoxibenzdico, quando a hidroxila fendlica estava acetilada. Foi possivel
localizar inequivocamente os carbonos do anel aromatico ligado ao nitrogénio hidroxamico
em o 119,71 (C-2%) e 129,09 (C-3”), uma vez que os carbonos das posi¢des orto e os carbonos
da posicdo para se comportam de forma igual ao serem irradiados e ddo origem a dois sinais
de intensidade maior. Ainda, pode ser observado em & 124,51 e 135,31 o carbono
hidrogenado C-4’ e o carbono ndo hidrogenado C-1°, que possui um deslocamento quimico
maior por estar ligado diretamente a um atomo eletronegativo. Finalmente, em 6 163,49 e
169,28 observam-se os carbonos carbonilicos da acetila e da carbonila do acido hidroxamico,

este Ultimo, sabidamente possui um deslocamento quimico menor se comparado a ésteres.



Figura 42 - Espectro de RMN de **C do composto 12a (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Na reacdo de formacdo do acetato de 2-(hidroxi(fenil)carbamoil)fenila também foi

75

isolado o derivado acetilado, as bandas mais importantes no espectro de IV (Figura 43),

destacam-se a presenca de bandas de grande intensidade centradas a 1791 cm™, caracteristica

de carbonilas alifaticas de éster; uma banda de deformacio axial a 1654 cm™ referente a

carbonila de &cido hidroxamico. E possivel notar também uma banda em 3338 referente a

hidroxila ligada ao nitrogénio. Uma banda a © 1604 cm™ de intensidade média correspondente

as ligacBes C=C de do anel aromatico; e uma banda caracteristica C-O de éster, a 1161 cm™.
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Figura 43 - Espectro no IV do composto 13a.
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Fonte: do autor.

No espectro de ‘H (Figura 44), pode-se notar dois simpletos em & 8,08 e 2,32
correspondendo aos sinais da hidroxila (N-OH) e da metila (H-7), respectivamente. Pode-se
observar 0s 9 os sinais dos hidrogénios aromaticos na regido pertinente, sendo um o dupleto
em ¢ 7,83 (H-3) e um multipleto em ¢ 7,50 (H-5), correspondentes aos hidrogénios orto e
para a carbonila. Verificou-se J 7,5 Hz, o que configura um acoplamento de hidrogénios
vizinhos. Nota-se um dupleto integrando para dois hidrogénios em J 7,6 que corresponde aos
hidrogénios aromaticos H-2’. Ha um multipleto em 6 7,31, esse sinal pertence aos hidrogénios
da fenila ligada ao nitrogénio hidroxdmico H-3 e ao hidrogénio aroméatico H-4 que se
encontra na posicdo meta a carbonila; esses hidrogénios tiveram sinais sobrepostos. Outro
multipleto pode ser observado em ¢ 7,17-7,12 e corresponde ao deslocamento quimico do
hidrogénio aromatico H-6 orto ao oxigénio acetilado e do hidrogénio aromatico H-4’ para ao

nitrogénio.
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H do composto 13a (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

No espectro de *3C (Figura 45) observou-se que o 13a possui um sinal com
deslocamento quimico de 21,15 (C-7) referente a metila do grupo acetil. Ja a 6 147,86, 137,89
e 128,92, notam-se os carbonos aromaticos ndo hidrogenados (C-1, C-1’ e C-2) ligados ao
oxigénio acetilado, ao nitrogénio e a carbonila, respectivamente. Seus deslocamentos
quimicos ja foram discutidos anteriormente. Os carbonos aromaticos hidrogenados podem ser
notados a & 132,25 (C-3), 130,00 (C-5), 124,80 (C-4) e 123,44 (C-6). O deslocamento
quimico do carbono C-3 é maior, por estar localizado na posicdo orto a carbonila que é um
grupo retirador de elétrons, ja o carbono C-6, é o de menor deslocamento pois esta na posi¢cdo
orto a acetoxila. Foi possivel localizar inequivocamente os carbonos aromaticos hidrogenados
do anel N-fenilico em & 119,71 (C-2°) e 129,09 (C-3’). Os carbonos C-2° tém um
deslocamento quimico menor pelo fato de estarem na posi¢do orto ao nitrogénio, que € um
doador de densidade eletrénica por ressonancia. Finalmente, em & 163,49 e 169,28 observam-
se 0s carbonos carbonilicos da acetila e da carbonila do acido hidroxdmico, que sabidamente

possui um deslocamento quimico menor se comparado a carbonila de ésteres.



Figura 45 - Espectro de RMN de **C do composto 13a (CDCls, 75 MHz).
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O acido fenil-hidroxamico derivado do &cido 5, também foi enviado para analise de

espectrometria de RMN na forma acetiladas. No espectro de RMN de 'H (Figura 46), os

sinais pertencentes aos hidrogénios aromaticos correspondem a um dupleto e um multipleto.

O dupleto com deslocamento quimico de 7,58 ppm pertence ao hidrogénio H-2’. Esse

hidrogénio possui uma constante de acoplamento de 7,8 Hz. O multipleto entre ¢ 7,37-7,13

pertence aos seis hidrogénios aromaticos restantes. E possivel notar dois simpletos referentes

a metila e a metoxila da acetila em ¢ 2,33 e 3,85, respectivamente. Podemos observar também

um simpleto em 8,04 que corresponde a hidroxila hidroxamica.



Figura 46 - Espectro de RMN de *H do composto 14a (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

No espectro de *C (Figura 47), observou-se que molécula 14a apresenta 2 sinais que

ARG

2338
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correspondem aos carbonos da metoxila ¢ 56,27 e da metila da acetila em ¢ 20,59. Foi

possivel localizar inequivocamente os carbonos do anel aromético ligado ao nitrogénio

hidroxamico em & 127,29 (C-2’) e 129,43 (C-3”), uma vez que os carbonos das posic¢des orto

e os carbonos da posicdo para se comportam de forma igual ao serem irradiados e ddo origem

a dois sinais de intensidade maior. Ainda, pode ser observado em 6 130,33 e 137,62 o carbono
hidrogenado C-4’ e o carbono ndo hidrogenado C-1°. Ja a 6 149,33 C-6, 140,77 C-1 e 114,63
C-2, notam-se os carbonos aromaticos ndo hidrogenados ligados aos grupos metoxila,

hidroxila acetilada e a carbonila, respectivamente. Finalmente, em & 163,49 e 169,28

observam-se os carbonos carbonilicos da acetila e da carbonila do &cido hidroxamico.
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Figura 47 - Espectro de RMN de *H do composto 14a (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Da reacdo de formacéo dos acidos N-fenilidroxadmicos foi isolado também um produto
O-acilado 13b da N-fenilidroxilamina, resultante do ataque da hidroxila da fenilidroxilamina.
O produto se encontrava acetilado, isso ocorreu pelo fato da fenilidroxilamina possuir um
nitrogénio menos nucleofilico se comparado ao nitrogénio da metilidroxilamina (Figura 48).
O nitrogénio da hidroxilamina esta conjugado a um anel aromatico, o que deixa seu par de
elétrons menos disponivel para o ataque nucleofilico. Somado aos efeitos eletronicos, o anel
benzénico blogueia estericamente o nitrogénio e, em contrapartida, expde a hidroxila

hidroxilaminica.



Figura 48 - Mecanismo de formac&o do produto de O-acilacéo.
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Fonte: do autor.
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No espectro de RMN de *H (Figura 49) podemos visualizar os sinais referentes ao
acetato de 2-(hidroxi(fenil)carbamoil)fenila, que é produto do ataque nucleofilico da hidroxila

da N-fenilidroxilamina. O simpleto em 6 10,38 referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio

anilinico. Na regido dos aromaticos ha quatro multipletos com deslocamento quimico de 6,57-

6,50, 7,03-6,94, 7,29-7,24 e 7,38-7,34 ppm correspondentes aos 9 hidrogénios aromaticos.

Figura 49 - Espectro de RMN de *H do composto 13b (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *C (Figura 50) sdo observados os sinais dos carbonos da
acetila, em & 18,49 (C-7) e o carbono carbonilico (C=0) em 168,70 ppm. Notam-se 0s
carbonos aromaticos substituidos do nacleo acetilsalicilico em 6 118,87 (C-2) e 141,24 (C-1)
e também dos ndo substituidos em 118,30 (C-6), 118,50 (C-3), 130,14 (C-5) e 134,29 (C-4).
Além desses sinais, podemos notar 0s 6 carbonos oriundos do anel N-fenil-hidroxamico como
dois sinais em 6 127,60 (C-2’) e 129,77 (C-3’), de maior intensidade. Os pares de carbonos
que se situam na posicao orto ao nitrogénio possuem menor deslocamento quimico, porque o
nitrogénio doa densidade eletrdnica e blinda os carbonos nessa posicdo. O carbono
carbonilico do nucleo salicilico possui um deslocamento quimico caracteristico de cabonilas
de éster, um pouco acima dos valores de carbonilas de &cidos hidroxamicos. Isso nos da
indicios que o derivado aqui apresentado é um (fenilamino)oxi)carbonil) resultante de um

ataque nucleofilico da hidroxila hidroxilaminica.

Figura 50 - Espectro de RMN de **C do composto 13b (CDCls, 75 MHz).
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Os derivados benzisoxazolinénicos foram sintetizados através da rea¢do de Mitsunobu
a partir dos derivados hidroxamicos obtidos na etapa anterior. O mecanismo proposto para a
reacdo de Mitsunobu é bastante complexo. A identidade dos intermediarios e os papéis que
eles desempenham tém sido objeto de debate. Essa reacdo ganhou grande aceitacdo na sintese
organica devido a sua eficacia e versatilidade. Descoberta em 1967, esta reacdo converte um
grupo hidroxila de &cidos ou &lcoois em um bom grupo de saida que é capaz de ser deslocado
por uma grande variedade de nucledfilos (HUGHES, 2009).

Existem outras metodologias para a sintese de benzisoxazolinonas, como aquela
utilizada por Anand e colaboradores (2014). Essa metodologia também utiliza o acido
hidroxdmico como intermediario chave que, colocado para reagir com cloreto de tionila em
THF, forma um intermediario que é ciclizado e o heterociclo formado possui o0 nitrogénio
ndo-substituido, passivel a reacdes de substituicdo nucleofilica com inimeros brometos de

alquila, o que possibilita a formacao de derivados N-alquilicos.

Figura 51 - Esquema reacional de formacéo de N-alquil-benzisoxazolinonas.
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Fonte: Anand, et al., 2014.

A metodologia usada para sintese desses heterociclos foi a aplicada por Shi (2000) e
utilizou DIAD e PhzP em THF seco. Um passo muito importante para o sucesso da sintese € a
secagem efetiva do THF, uma vez que tracos de agua podem provocar reaces paralelas
indesejadas. A ordem de adigdo dos reagentes na reagdo de Mitsunobu também é importante.
Nessa reacdo, dissolveu-se primeiro o acido hidroxamico e trifenilfosfina em THF a 0°C
utilizando um banho de gelo, e adicionou-se lentamente o0 DIAD para que seja favorecida a
reacdo intramolecular. Os produtos ciclizados foram purificados por CCS, porém alguns teréo

que passar por uma purificacdo adicional, pois os espectros de RMN revelaram a presenca de
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diisopropil hidrazina-1,2-dicarboxilato que é um produto de redugdo do DIAD (HUGHES, et
al., 1988).

Inicialmente, a trifenilfosfina ataca o nitrogénio do grupo azo do DIAD e leva a
formacgédo de um intermediario, que por sua vez desprotona o acido hidroxamico respectivo

para formar o par iébnico mostrado na Figura 52.

Figura 52 - Proposta de mecanismo de formacdo do par ibnico na reacdo para a sintese dos

derivados benzisoxazolinbnicos.
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Fonte: do autor.

Na sequéncia, a hidroxila fendlica ataca o atomo de fésforo do par i6nico, dando
origem ao ion oxifosfonio e ao diisopropil hidrazina-1,2-dicarboxilato derivado néo reativo do
DIAD. A proporcdo e a interconversdo dos intermediarios seguintes vao depender do pKa do
acido hidroxamico, da natureza dos substituintes nesses substratos e da polaridade do solvente
(GROCHOWSKI, D. et al, 1982; CAMP, E. et al, 1989). Apesar dos varios intermediarios de
fésforo possiveis no meio reacional, somente o estagio do par idnico destacado na figura 46 é
de interesse. 1sso acontece porque o oxigénio do ion fenoxido (caminho ii), em reacfes de
Mitsunobu, atua somente como nucleéfilo e ndo como um grupo abandonador mesmo na
forma de oxifosfénio, uma vez que o carbono aromaético ligado ao oxifosfénio ndo se
comporta satisfatoriamente como bom eletrofilo nessas condigdes reacionais. O ataque
nucleofilico ao carbono ligado ao oxifosfonio seria energeticamente desfavoravel, pois
haveria a perda da aromaticidade, o que é representado pelo caminho i (CAMP, E. et al,
1989;). Assim, o ataque nucleofilico do fendxido ao nitrogénio é o Unico caminho produtivo

ii, dando origem, ao ciclo desejado e ao oxido de trifenilfosfina (Figura 53).
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Figura 53 - Proposta de mecanismo de formacao do ndcleo bezisoxasolindnico.
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Fonte: do autor.

Dos dados obtidos pela analise do produto 5-alil-7-metoxi-2-metilbenzo[d]isoxazol-
3(2H)—ona em espectrometria no IV (Figura 54), destaca-se uma banda mais intensa que
corresponde & ligagio C=0 em 1667 cm™ correspondente a carbonila do heterociclo, duas
banda a © 1231 e 1069 cm™, relacionada & deformacéo axial C-O; a auséncia de uma banda de
O-H de fenol, indica assim, que houve a ciclizacdo; duas bandas a © 1618 e 1508 cm™,

oriunda das vibragdes das ligacdes C=C do anel aromatico.
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Figura 54 - Espectro no IV do composto 15.

%Transmitance

5|
912891

il
2
2
2
=1
&

L S s R A At A A A 1 AL LA A B A A ot 0 A R N A1 A A RN s i LA L LA LA A
3300 3200 3100 3000 2800 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1800 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 00 800 700 600
Wavenumber (cm-1)

Fonte: do autor.

No espectro de RMN de 'H (Figura 55), pode-se observar o sinal relativo ao
hidrogénio do grupo OCHg3 em ¢ 3,94. Os sinais referentes aos dois hidrogénios aromaticos
sdo observados em ¢ 7,18 (H-4) e 6,86 (H-6), comparando com 0 Seu percussor observa-se
uma mudanca substancial no deslocamento quimico do hidrogénio H-4 que estd orto a
carbonila. Esse decaimento no ¢ pode ser resultado da ciclizacdo. Em ¢ 3,64 nota-se um
simpleto referente aos trés hidrogénios da metila H-2, que possui um deslocamento quimico
um pouco acima da regido de carbonos metilicos por estar ligado diretamente a um atomo

eletronegativo. Os sinais referentes a cadeia alilica estdo preservados.
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Figura 55 - Espectro de RMN de *H do composto 15 (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *C (Figura 56), os carbonos aromaticos hidrogenados podem
ser notados a 0 123,25 (C-4) e 115,29 (C-6). A 6 148,77, 143,78, 136,93, 117,93 notam-se 0s
sinais dos carbonos aromaticos ligados aos grupos metoxila, ao oxigénio, a cadeia alilica e a
carbonila, respectivamente. Finalmente, em ¢ 162,86 pode-se notar o sinal de carbono
carbonilico (C=0). O subespectro DEPT-135 (Figura 56) auxiliou na atribuicdo dos sinais de
RMN-**C.
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Figura 56 - Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 15 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

A caracterizagdo por espectrometria no 1V para o produto 2-metilbenzo[d]isoxazol-
3(2H)-ona (Figura 57) exibiu como principal caracteristica a auséncia da banda de O-H do
fenol, fato que sugere a ciclizacdo. Uma banda de estiramento axial em 1668 cm™,
correspondente & ligagdo C=0 do ciclo, duas bandas a © 1240 e 1107 cm™, relacionada &
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deformacéo axial C-O. Foi observada também de uma banda em © 1613 cm™ tipica de ligacéo
de C=C do anel aromatico.

Figura 57 - Espectro no IV do composto 16.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 58), podemos notar um sistema de sinais
semelhantes ao seu precursor, um multipleto em ¢ 7,84-7,81 relativo ao hidrogénio aromético
H-4, este por sua vez mais desblindado por estar orto a carbonila do ciclo. Em ¢ 7,60 se vé um
multipleto referente ao hidrogénio aromatico H-6. Também se observa um segundo multipleto
em ¢ 7,29-7,20 referente aos hidrogénios H-5 e H-7. Os valores dos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios aromaticos do ciclo sdo maiores quando comparados aos de seu precursor. E
possivel observar também um simpleto em 3,66 ppm, atribuido a metila ligada ao nitrogénio.
N&o se podem visualizar os dois sinais correspondendo as hidroxilas fendlica e hidroxamica,
0 que €é condizente com a formacéo do produto.
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Figura 58 - Espectro de RMN de *H do composto 16 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

No espectro de RMN de **C (Figura 59), pode-se observar um sinal relativo ao
carbono de metila C-2 em ¢ 32,55, caracteristico de grupos metil ligado a atomos
eletronegativos. Em ¢ 133,16 (C-6), 124,24 (C-5), 123,50 (C-3a), 109,70 (C-7) se referem aos
carbonos hidrogenados do anel aromético sendo o de menor deslocamento quimico o carbono
orto a ao oxigénio do ciclo e o com maior deslocamento o carbono orto a carbonila. Isso se
deve aos efeitos ja explanados anteriormente. Os sinais dos carbonos aromaticos néo
hidrogenados sdo ¢ 128,57 e 159,88 que correspondem aos carbonos C-4 que é ligado a
carbonila e o C-7a, ligado ao oxigénio, respectivamente. O sinal do carbono carbonilico,
como ja era esperado, presentou um ¢ de 165,11. Houve um decréscimo no deslocamento
guimico se comparado ao acido hidroxamico precursor, isso acontece porque a carbonila

integra agora um ciclo.
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Figura 59 - Espectro de RMN de **C do composto 16 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

A analise do espectro no 1V do 7-metoxi-2-metilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona (Figura
60) nos permite visualizar uma banda em 1653 cm™ referente a deformacéo axial da ligacio
C=0 do ciclo, duas bandas uma em © 1275 e outra 1073 cm™ referente a estiramento axial da
ligacdo C-O de éter e duas bandas em © 1623 e 1507 cm™, caracteristica de ligagdes C=C do

anel aromatico. N&o existe sinal de hidroxila fendlica.

Figura 60 - Espectro no IV do composto 17.
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Fonte: do autor.
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No espectro de RMN de *H (Figura 61), os sinais pertencentes aos hidrogénios
aromaticos correspondem a dois dupletos duplos e um tripleto. O dupleto duplo com
deslocamento quimico de 7,36 ppm foi atribuido ao H-4, vizinho a carbonila do ciclo. Esse
possui J de 7,8 Hz a mesma constante do tripleto em ¢ 7,16 que se relacionou ao H-5. O
hidrogénio H-5 possui um deslocamento de 7,165 ppm que é maior que o J do hidrogénio H-6
(o 7,04), diferentemente do que ocorria com seu precursor, onde a situagédo era inversa. O
dupleto duplo em ¢ 7,04 pertence ao hidrogénio aromatico orto a metoxila. E possivel notar

dois simpletos referentes a metila e a metoxila em ¢ 3,37 e 3,86, respectivamente.

Figura 61 - Espectro de RMN de *H do composto 17 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

J4 no espectro de RMN de **C (Figura 62), observam-se dois sinais com carbonos
metilicos em 6 32,76 e 56,32. Foi possivel localizar os sinais referentes aos carbonos
aromaticos hidrogenados em ¢ 114,27 (C-6), 115,45 (C-5) e 124,37 (C-4) e dos ndo
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hidrogenados em ¢ 118,03 (C-3a), 144,08 (C-7a) e 149,95 (C-7). Finalmente, em ¢ 162,79
nota-se o sinal do carbono carbonilico do nucleo benzisoxazolinénico (C=0).

Figura 62 - Espectro de RMN de **C do composto 17 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

O espectro de RMN do 5-alil-7-metoxi-2-metilbenzo[d]isoxazol-3(2H)—ona (18)
mostrou que ap6s a primeira purificacdo por coluna cromatografica o produto estava
contaminado com material de partida. A mistura passou por uma segunda coluna para a
depuracdo do produto e obtencdo do mesmo puro. Por problemas técnicos ainda nao foi
possivel enviar o mesmo para uma nova analise de RMN.

No espectro de RMN de *H (Figura 63), podem-se notar os sinais caracteristicos dos
substituintes oriundos do eugenol, os dois multipletos e o dupleto referentes aos hidrogénios
da cadeia alilica a ¢ 5,96 — 5,86 (HC=CHy), ¢ 5,15 — 5,04 (HC=CHy,) e ¢ 3,35 (CH,-CH) com
uma constante de acoplamento de 6,6 Hz. Também é possivel notar o sinal referente a
metoxila em ¢ 4,00. Esses sinais estdo duplicados ou com a integral excedendo o seu valor
normal, revelando a presenca do precursor. Na regido dos aromaticos podemos notar a

presenca dos 14 hidrogénios aromaticos.
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Figura 63 - Espectro de RMN de *H do composto 18 (CDCls, 75 MHz).
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No espectro de RMN de *C (Figura 64), pdde-se observar o sinal relativo ao carbono

da metoxila a ¢ 56, bem como os sinais referentes aos carbonos da cadeia lateral alilica a ¢
40,42 (H,C-CH=CHy), 115,61 (HC=CH,) e 136,8 (HC=CH,). Os carbonos aromaticos podem
ser notados entre ¢ 143,78 e 115,90, podendo destacar os sinais deferentes aos carbonos C-2’

e C-3"do substituinte fenilico em J 125 e 129, respectivamente. E possivel notar também os

carbonos C-7 e C-7a. Todos os sinais referidos estdo duplicados, pois a amostra analisada

apresentava-se contaminada com seu precursor. Uma errata sera apresentada com a analise de
RMN e IV do produto purificado.
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Figura 64 - Espectro de RMN de **C do composto 18 (CDCls, 75 MHz).
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Fonte: do autor.

Os dados obtidos pela analise do produto 2-fenilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona em
espectrdometro no IV (Figura 65), destacam-se a presenca de uma banda em 1694, que
corresponde & carbonila do ciclo benzisoxazolindnico; em 1204 cm™ banda de deformacéo
axial caracteristica da ligagdo C-O; e ainda bandas a 1594 e 1496 cm™, referentes as vibragdes
axiais das ligacoes duplas (C=C) do anel aromatico.

Figura 65 - Espectro no IV do composto 19.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 66) podemos notar um multipleto entre § 7,92 —
7,89 relativo aos hidrogénios aromaticos H-4 e H-2°, este primeiro por sua vez mais
desblindado por estar orto a carbonila do ciclo. Em ¢ 7,68 — 762 se vé um multipleto referente
ao hidrogénio aromatico H-6. Também se observa um segundo multipleto em ¢ 7,50 — 7,44
referente aos hidrogénios H-3’. Também se observa um terceiro multipleto em ¢ 7,34 — 7,25
referente aos hidrogénios H-5, H-7, H-4".

Figura 66 - Espectro de RMN de *H do composto 19 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

No espectro de RMN de *C (Figura 67), pode-se observar um sinal relativo ao
carbono de metila C-3 em ¢ 159,57, caracteristico de grupos carbonila ligados a um atomo de
nitrogénio. Os sinais em ¢ 136,84, 129,27, 126,04, 117,58 se referem aos carbonos do grupo
fenila, esse fato nos indica que a inser¢do do mesmo foi efetiva. Os sinais dos carbonos
aromaticos ndo hidrogenados sdo ¢ 129,27 e 159,21 que correspondem aos carbonos C-3a,
que é ligado a carbonila e 0 C-7a, ligado ao oxigénio, respectivamente. Os demais sinais dos
carbonos aromaticos do ciclo benzisoxazolinénico se encontram em ¢ 133,86, 129,91, 124,75,
109,87.
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Figura 67 - Espectro de RMN de **C do composto 19 (CDCls, 75 MHz).
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A andlise do espectro no IV do 7-metoxi-2-fenilbenzo[d]isoxazol-3(2H)-ona
(Figura 68) nos permite visualizar uma banda em 1666 cm™ referente a deformacao axial da
ligagdo C=0 do ciclo, duas bandas uma em © 1231 e outra 1067 cm™ referente a estiramento
axial da ligacdo C-O de éter e duas bandas em & 1633 e 1508 cm™, caracteristica de ligac6es

C=C do anel aromatico. N&o existe sinal de hidroxila fenodlica.

Figura 68 - Espectro no IV do composto 20.
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No espectro de RMN de *H (Figura 69), os sinais pertencentes aos hidrogénios
aromaticos correspondem um multipleto com deslocamento quimico entre 7,95 — 7,89 ppm
foi atribuido ao H-2’ da fenila. Os hidrogénios H-3’ e H-4 possuem um ¢ entre 7,49 — 7,44
ppm. O um terceiro multipleto em ¢ 7,24 pertence aos hidrogénios aromaticos 4’-H, 5-H. o
hidrogénio H-6 possui o valor mais baixo de deslocamento quimico porque esti na posicéo
orto a metoxila, esse hidrogénio se apresenta sob a forma de um dupleto duplo com ¢ 7,11

ppm. E possivel notar um simpleto referente & metila em 6 4,01 ppm.

Figura 69 - Espectro de RMN de *H do composto 20 (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: do autor.

Ja no espectro de RMN de “*C (Figura 70), observa-se um sinal do carbono metilico
em ¢ 56,30. Foi possivel localizar os sinais referentes aos carbonos aromaticos hidrogenados
do biclico em ¢ 114,27 (C-6), 124,61 (C-5) e 125,13 (C-4) e da fenila em ¢ 129,11 (C-3°),
126,403 (C-4’) e 117,72 (C-2’). Os carbonos nao hidrogenados se encontram em ¢ 149,14 (C-
7), 144,06 (C-1"), 136,66 (C-7a) e 115,65 (C-3a).
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Figura 70 - Espectro de RMN de **C do composto 20 (CDCls, 75 MHz).
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4.2 AVALIACAO BIOLOGICA

Os seis derivados benzisoxazolindnicos sintetizados (14-20) foram, incialmente,
avaliados quanto & atividade antifungica contra C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis. Além disso, incluiu-se nesta avaliagdo precursores empregados na
obtencdo dos produtos finais, com o intuito de comparar a atividade biolégica em funcgéo das
modificacdes graduais realizadas (Figura 71). Os resultados do teste antifungico podem ser
vistos na Tabela 1. O farmaco usado como controle positivo foi o fluconazol, o qual apresenta
atividade fungistatica, o que explica a determinacdo apenas de seu valor de Clsg. Deste modo,
as proposicdes e comparacdes com este farmaco somente se dardo frente a atividade
fungistatica e ndo terdo relacdo com a atividade fungicida mostrada por algumas substancias

avaliadas.

Figura 71 - Estruturas das substancias avaliadas no teste de atividade antifingica.
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Os produtos considerados ativos foram aqueles que promoveram a inibicdo do
crescimento da espécie microbiana testada em concentracdes até 100 pg/mL. Isso ndo implica
necessariamente que os demais produtos sejam desprovidos de atividade, mas sim que, se
forem capazes inibir o crescimento microbiano, essa inibicdo ocorre em concentracdes acima
de 100 pg/mL. Essas concentragdes ndo foram testadas por diferir muito daquelas encontradas
para as substancias de referéncia em seu uso clinico sendo, portanto, sem utilidade prética a

primeira vista.

Tabela 1 — Resultados da avaliagdo da atividade antifingica in vitro dos derivados
benzisoxazolinbnicos e de seus precursores (Clsoe Clg, uM).

Substancia CA CT CK CG CP
ATCC 10231 | ATCC 750 | ATCC 6258 | ATCC 22019 | ATCC 90030
Fluconazol Clsg 1,6 33 104 52 3,3
~ Clg i 310 155 77 310
OH
_ o Clg 310 518 310 155 518
Yow
- Clsp i i i i i
OH
9 N
Me” “OH
~ Clg 456 456 273 456 i
New
N_Me - - - - N
Cl i i i i i
~ 1B ®
~ Clg 213 i 355 53 355
O\
W@Q@ Cleo i i i i i
18 o)
oH Clg 122 245 819 245 491
o
" Clg 245 491 i 491 i
o OH Clg i i i 598 i
HO N
e Clo i i i i i

Clsp i i 671 i i

O\
N—Me
16 Clgo n - - - |
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o Clsg 284 284 142 142 142
OO
9% Clgg 473 473 284 284 284
o Clg 197 394 394 197 394
HO H
o Clg 394 657 i 394 657
/
o oH Clg i 507 i i i
HO N,
o e Clgo i i i i i
/
~o Clg i 558 558 i i
O\ - - - - -
@:(N—Me Clg i i i i i
179
~ Clg i 414 414 i i
O\
N@ Clg i i i i 1
20
0
OCH,3 Clg i i 609 i i
OH
|
Clgg i i i i i

Fonte: do autor
CA: Candida albicans, CT: Candida tropicalis, CK: Candida krusei, CP: Candida parapsilosis, CG: Candida glabrata.
i- inativo até 100 pg.mL™

De acordo com os resultados obtidos para os testes realizados contra as cepas destes
fungos, nenhum derivado contendo o acido carboxilico orto a hidroxila fendlica, seja ela
acetilada ou desacetilada, foi capaz de inibir o crescimento nas concentracdes avaliadas. Por
esse motivo e para uma representacdo mais clara, seus resultados foram omitidos das tabelas.

Com esta série de derivados, pretendeu-se avaliar a influéncia na atividade antifingica
da cadeia lateral alilica e do grupo metoxila ligados ao anel aromatico dos sistemas biciclicos,
bem como dos substituintes metila ou fenila ligados diretamente ao nitrogénio do nucleo
isoxazolindnico. Pelos dados apresentados, pode-se notar que ha uma relacdo clara entre as
modifica¢fes dos substituintes quando se avalia a poténcia e espectro de acdo das substancias.

Os derivados que possuem o grupo fenila ligado diretamente ao nitrogénio
benzisoxazolindnico (18, 19 e 20) foram em geral mais ativos quando comparados aos que
possuem grupo metila (15, 16 e 17). O derivado 18, hibrido do eugenol e do ebselen e que foi

alvo do planejamento neste trabalho, mostrou-se ativo frente a quase todas as cepas testadas,
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diferente do eugenol, o qual sé foi ativo contra C. krusei. Além disso, & importante notar que
este hibrido teve um perfil de atividade contra a C. glabrata igual ao do farmaco padrao, com
Clso de 53 uM. Diferentimente dos outros derivados do eugenol, mesmo possuindo a cadeia
lateral alilica, o composto 18 apresentou atividade contra C. albicans, talvez por uma
mudanga no mecanismo de agdo. Entretanto, o derivado 18 ndo apresentou atividade
fungicida contra nenhuma das espécies avaliadas.

Ainda considerando as substancias 18, 19 e 20, a mais ativa foi a molécula que néo
apresenta nenhum dos substituintes ja& mencionados (composto 19). Foi a Unica substancia
dentre aquelas da classe das benzisoxazolinonas que apresentou atividade fungicida contra
todas as cepas testadas, além da atividade fungistatica. Mostrou valor de Clsy de 142 uM
frente C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis, apresentando atividade semelhante a do
fluconazol (Clsp de 104 uM) contra C. krusei. O composto 20, que possui apenas 0 grupo
metoxila como substituinte, ndo apresentou atividade antifungica satisfatoria, 0 que mostra
que este grupo provavelmente ndo possui qualquer influéncia positiva na atividade
antifangica, pelo contrario, podendo em alguns casos diminui-la, como observado neste
trabalho.

Todos os derivados N-metilicos apresentaram alguma atividade frente a C. krusei,
sendo que o derivado mais ativo contra essa espécie foi a benzisoxazolinona oriunda do
eugenol (15) com Clsy de 273 uM. Este derivado ainda apresentou o maior espectro de agéo
frente as espécies testadas. Todavia, nenhum produto N-metilico foi ativo contra C.
parapsilosis ou apresentou atividade fungicida contra as espécies de fungo testadas.

O fato de os derivados N-fenilicos terem apresentado atividade antifngica superior
aos analogos N-metilicos revela que a atividade em questdo pode ndo advir apenas da
presenca do heterociclo e sim pelas interacdes favoraveis deste substituinte volumoso com o
alvo molecular ou mesmo pela ocorréncia de alguma transformacdo quimica que estes
derivados venham a sofrer no meio antes de sua acdo propriamente dita. Estudos mostram que
benzisoxazolinonas podem isomerizar-se em pH &cido ou redutor, gerando 0s regioisémeros
benzoxazolindnicos (SHERADSKY e AVRAMOVICI, 1978). O mecanismo dessa reacdo
parece envolver a clivagem da ligacdo fraca entre o N-O levando a um intermediario aniénico
A (Figura 72) seguido por um rearranjo de Curtius para produzir o intermediario
carbocationico B. Este mecanismo € similar ao da ciclizacdo intramolecular via isocianato
para a formagdo de benzoxazolinonas, conhecido como rearranjo Lossen-like (LOSSEN,
1874) ou reacdo Schmidt-like (SCHMIDT, 1924).
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O intermediario carbocatiénico formado durante a isomerizacdo é altamente reativo,
mas tem a sua reatividade sensivelmente modulada pelo substituinte ligado diretamente ao
nitrogénio do hererociclo (SHERADSKY e AVRAMOVICI, 1978; UNO e KUROKAWA,
1978). O substituinte fenilico pode estabilizar com maior eficiéncia tanto o estado de
transicdo quanto o intermediario reativo, se comparado ao derivado metilico. Reacdes
envolvendo migragfes alquilicas sdo mais comuns em amidas e acidos hidroxamicos, assim
como sdo viaveis também em sistemas benzisoxazolinénicos (DARLAGTEH, et al. 1971;
BAUER, 1974).

Figura 72 - Isomerizacdo da benzisoxazolinona a benzoxazolinona.
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Fonte: KUROKAWA, 1978.

Essa espécie reativa, ou mesmo as benzoxazolinonas finais, pode estar relacionada
as atividades antifingicas observadas. Benzoxazolinonas correspondem a uma classe de
compostos que ocorrem naturalmente em plantas, nas quais cumprem funcGes distintas e
vitais, como a defesa contra bactérias, fungos e insetos (MODIYA e PATEL, 2012). Como
exemplo, Jiang e colaboradores (2008) descreveram a actividade antifungica de parnafunginas
naturais, produtos em que este anel é fundamental para a atividade anti-Candida spp.,
portanto, poderiam ser também responsaveis pela acdo contra patdgeno. Mais estudos seréo
necessarios para descobrir qual substancia efetivamente é a responsavel pela atividade

antifingica dos compostos 18, 19 e 20, bem como seu mecanismo de acao.
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Uma analise da atividade antifingica dos precursores permitiu perceber que 0s
intermediérios &cidos hidroxamicos 9, 10 e 11 ndo apresentaram atividade antifingica de
destaque, apenas apds a ciclizagdo dos mesmos as benzisoxazolinonas respectivas. Estes
resultados estdo de acordo com dados encontrados na literatura, indicando que acidos
hidroxamicos ndo possuem atividade antifungica relevante (FOMSGAARD et al. 2004;
MODIYA and PATEL, 2012).

Os precursores dotados de grupo formilico também foram ativos frente aos fungos e
exibiram um espectro de acdo abrangente frente as cepas avaliadas. Todos tiveram acao
contra as quatro cepas de fungos testadas, sendo que a espécie que se mostrou mais
susceptivel a acdo desses compostos foi C. glabrata. A substancia 1, que é produto de
formilacdo do eugenol, foi capaz de inibir o crescimento de C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis. Vale ressaltar que quando se compara Clsy da substancia 1 e do
fluconazol, frente a C. glabrata, os valores sdo praticamente os mesmos. A substancia 1
apresentou, ainda, atividade fungicida, sendo mais ativa novamente frente a C. glabrata, com
um valor de Clgy de 77 uM. Quando se comparam orto-vanilina, o salicilaldeido e a
substéncia 1, a fim de avaliar a influéncia dos substituintes alila e metoxila na atividade
antifungica, é possivel observar que o substituinte alila parece realmente ser importante na
atividade contra C. krusei. Uma vez que ndo possuindo o substituinte alila, a orto-vanilina e 0
salicilaldeido apresentaram valores de Clsy de atividade fungistatica menores e ndo apresentar
atividade fungicida contra a C. krusei. Para corroborar isso, neste teste, o Unico fungo contra o

qual o eugenol teve atividade, ainda que discreta, foi C. krusei.

Na sequéncia, as substancias mais promissoras como antifingicos tiveram avaliados
os seus perfis de citotoxicidade frente a células mononucleares sanguineas, como modelo de
célula saudavel do organismo hospedeiro. A partir dai, pode-se calcular o indice de
seletividade cada substancia, o que traduz sua toxicidade seletiva. Na Tabela 2 estdo indicados
o0s dados obtidos nesse experimento.

Quando analisamos o indice de seletividade das substancias testadas, verificamos que
os valores de Clsp e IS mais promissores foram os observados frente ao fungo Candida
glabrata (Tabela 2). A atividade dessas moléculas contra esta cepa se destaca por sempre
apresentar uma concentracdo inibitéria minima menor que a concentracdo citotoxica em
alguns casos, os valores de Clso dessas moléculas foram proximos ou iguais ao farmaco
padrdo usado como controle. Com excecdo do derivado formilado do eugenol, todos o0s

compostos exibiram maior indice de seletividade que o eugenol.
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Tabela 2 - Resultados da avaliagdo da atividade citotoxica in vitro dos derivados benzisoxazolinénicos

e de seus precursores sobre células sanguineas mononucleares.

Substancia Clsg (UM)/IS
CA CT CK CG CP
ATCC 10231 | ATCC 750 | ATCC 6258 | ATCC 22019 ATCC
90030
i 310/0,27 155/0,54 77/1,07 310/0,27
~N
(0]
OH
_ o
H
OH 122/6,9 245/3,5 819/1,04 245/3,5 491/1,1
L
H
o) 197/5,4 394/2,7 394/2,7 197/5,4 394/2,7
HO H
/06
~o 456/1,2 456/1,2 273/1,9 456/1,2 i
O‘N—Me
=z
(o]
©:<; i i 671/1,24 i i
N—Me
o}
~o i 558/1,09 558/1,09 i i
o)
C[(\N—Me
0
~o 213/0,85 i 355/0,5 53/3,4 355/0,5
O\
N
-0
[¢]
O
©1<N‘® 284/1,05 284/1,05 142/2,1 142/2,1 142/2,1
o}
o i 414/0,6 414/0,6 i i
O
\N—< >
(0]
OCHs i i 610/0,9 i i
OH

CCso

(LM)

82,81

853,22

1069.87

521,64

838,92

610,50

181,13

298,05

249,58

549

Fonte: do autor

CA! Candida albicans, CT: Candida tropicalis, CK: Candida krusei, CG: Candida glabrata, CP: Candida parapsilosis.
IS: Indice de seletividade, dado pela razdo CCsy/Cls.

i- inativo até 100 pg.mL™

Considerando-se as substancias que exibiram atividade antifingica relevante, vale

destacar, esta discussdo de citotoxicidade, os derivados benzisoxazolindnicos. Os derivados

N-metilicos 15, 16 e 17 possuem indice médio de seletividade de 1,2. Pode-se ressaltar, ainda,
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que hibrido derivado do eugenol 15 aparenta ser mais seletivo, além de o mais ativo da classe
metilada. Frente a C. krusei, 0 composto 15 apresentou indice de seletividade 1,9.

Quando sdo comparados os analogos N-fenilbenzisoxazolindnicos 18, 19 e 20,
observa-se que o derivado 19 é o mais promissor. Ele possui a maior atividade antifungica, a
menor toxicidade e, consequentemente, 0 melhor indice de seletividade para as espécies de
fungos testadas (IS de 2,1 frente a C. krusei, C.parapsilosis e C. glabrata). Ja o hibrido 18,
alvo principal do planejamento desse projeto, exibiu uma CCsq cerca de trés vezes maior que
a Clso frente a C. glabrata (IS 3,4), além do fato de sua concentracdo inibitdria se equivaler a
do fluconazol, como ja comentado.

Se forem levados em conta os valores absolutos de concentracdo citotoxica dos
analogos fenil e metilbenzisoxazolindnicos, constata-se que os derivados fenilicos possuem
toxicidade maior que os derivados metilicos. Uma possivel explicacdo € a possibilidade, ja
explicada anteriormente, da formacao in sito de espécies reativas derivadas da isomerizacédo
do heterociclo em questdo. Isso talvez interfira em algum processo bioquimico comum ao
fungo e as células humanas, abrindo a possibilidade para se avaliar seu potencial
antiproliferativo de células tumorais e, conseguinte, permitir o desenvolvimento de candidatos
a farmacos antineoplasicos.

Embora o precursor formilado 1 tenha apresentado atividade antifingica superior aos
seus analogos salicilaldeido e orto-vanilina, ele foi cerca de 10 vezes mais toxico que 0s
demais aldeidos. Pela observagdo dos dados da Tabela 2, pode-se perceber uma constancia de
toxicidade com os derivados que possuem o grupamento alila nas classes dos aldeidos e dos
derivados N-metil e N-fenilbenzisoxazolindnicos. Assim, mesmo esse substituinte ndo tendo
modulado diretamente a atividade antifingica global dos compostos, teve influéncia na
toxicidade dos mesmaos.

Por fim, conclui-se que a estratégia de hibridizacdo para formacdo do nucleo
benzisoxazolindnico € interessante, pois resultou em moléculas ativas frente as cepas de
fungos testadas. Outras modificacOes estruturais podem ser feitas nas substancias obtidas, a
fim de se obter produtos com maior poténcia e menor toxicidade. Além disso, é necesséaria
também a elucidagdo do mecanismo de acdo dessa classe, a fim de verificar se a atividade

antiflngica advém da ag#o direta na H*-ATPase ou em outro alvo molecular.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho foram planejados e sintetizados seis derivados benzisoxazolidinénicos
a partir da hibridizagdo molecular entre o ebselen e o eugenol (ou correlatos), substancias com
reconhecidas atividades antifngicas. A preparagdo dos mesmos se deu por sintese e
ciclizacdo de acidos hidroxamicos aromaticos N-substituidos. Esses heterociclos e seus
precursores, ao serem avaliados frente a espécies de Candida spp., apresentaram atividade
antifungica que variou em espectro e poténcia. Destacam-se as N-fenilbenzisoxazolinonas 18,
19 e 20, as quais apresentaram, em certos casos, valores de Clso proximos ou até iguais aos do
farmaco de referéncia fluconazol contra as espécies C. krusei, C. glabrata. O derivado (19)
ainda apresentou atividade fungicida, contra todos as espécies testadas, essa atividade ndo é
observada com o farmaco controle empregado, fluconazol. Os testes mostraram um perfil
variado de citotoxicidade entre as classes de moléculas testadas, sendo destaque o padrdo
apresentado pelo substituinte alila na diminuigdo dos valores de CCsy. Baseado nestes
resultados, novos analogos benzisoxazolindnicos podem ser planejados a fim de se obter

derivados mais otimizados e que possam prosseguir em testes mais especificos.
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