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RESUMO

A sintese de compostos heterociclicos que apresentam nitrogénio e oxigénio em sua
estrutura tem sido investigada nos Gltimos anos. Entre estes compostos, destacam-
se o0s derivados de isoxazol, principal componente de diversos farmacos
comercializados tais como cloxacilina, dicloxacilina, Valdecoxib, Leflunomida. A
classe isoxazol-5(4H)-ona 3,4-dissubstituido se apresentam como compostos
sintéticos com aplicacGes variadas com propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.
Existem diversas metodologias para a obtencdo desses compostos, sendo que via
reacdo multicomponente (RMC) tem recebido notavel atencdo. As RMCs sédo
reac0es que ocorrem no processo ‘one pot”, S&0 convergentes e ocorrem em
condicbes moderadas. Muitas metodologias cataliticas foram desenvolvidas para
melhorar a sintese desses compostos e o0s liquidos i6nicos sao considerados
candidatos promissores para processos verdes e sustentaveis. Desta forma, o
presente trabalho descreve a sintese de derivados isoxazol-5(4H)-ona 3,4-
dissubstituidos empregando um liquido i6nico como promotor reacional.
Experimentos foram empregados para investigar as melhores condigbes de
formacao desses produtos. O liquido idnico PEI.LI mostrou ser um eficiente promotor
reacional nesse tipo de reacdo, devido sua caracteristica basica. A RMC
proporcionou rendimentos variados (34 até 98%) e ocorreram em condi¢des
moderadas, pois ndo necessitaram de temperaturas elevadas, nem de tempo
reacional exaustivo, foram promovidas por um catalisador sustentavel e empregado
a agua como solvente colaborando com os principios da quimica verde. A analise
espectroscopica na regido do infravermelho assim como a analises de RMN de 'H e
13C, permitiram a caracterizagéo dos compostos obtidos. Os derivados sintetizados
também apresentam propriedades bioldgicas tais como a atividade antibacteriana.

Palavras chave: isoxazol-5 (4H)-ona 3,4-dissubstituidos, liquidos iénicos, atividade

antimicrobiana


https://consultaremedios.com.br/leflunomida/bula/para-que-serve

ABSTRACT

The synthesis of heterocyclic compounds, which has nitrogen and oxygen in its
structure has been studied in the last few years. Among these researches, the ones
derivative from isoxazole stands out. It is part of many drugs as cloxacillin,
dicloxacillin, Valdecoxib, Leflunomide among other medicines for the treatment of
different diseases. The type 3,4-disubstituted isoxazole-5(4H)-ones is presented as
synthetic compounds with different applicability with physical, chemical and biological
properties. There are many methodologies for attainment of these compounds, which
the multicomponent reaction (MCR) stands out. MCRs are reactions that occur in a
process called “one pot”. They are convergent and occur in moderate conditions.
Many catalytic methodologies have been developed to improve the synthesis of
these compounds and ionic liquids are taken as promising candidates for green and
sustainable processes. Thus, the present article describes the synthesis of 3,4-
disubstituted isoxazol-5 (4H) -one derivatives using an ionic liquid as a reaction
promoter. Experiments were used to investigate the best conditions of formation of
these products. The ionic liquid PEILI proved an efficient reaction catalyst in this
type of reaction, due to its basic characteristic. The MCR provided varied throughput
(34 up to 98%) and occurred in moderate conditions, as they did not require high
temperatures or exhaustive reaction time. It was launched by a sustainable catalyst
and used water as solvent, contributing to the principles of green chemistry. The
spectroscopic analysis in the infrared region and *H and **C NMR analyzes allowed
the characterization of the obtained compounds. The synthesized derivatives also

have biological properties such as antibacterial activity.

Keywords: 3,4-disubstituted isoxazol-5 (4H) -one, ionic liquids, antimicrobial activity
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a quimica verde tem influenciado diversas metodologias na
sintese de novos compostos heterociclos, em decorréncia dos beneficios
alcancados nos processos de obtencao de produtos, tais como o uso de solventes
verdes, recursos bio-renovaveis e também o uso de catalisador sustentavel,
contribuindo para a diminuicdo de residuos, otimizando o tempo e o rendimento
reacional (BHASKARUNI et al., 2017).

Dessa forma, destacam-se as Reacdes Multicomponentes (RMC), que
surgiram como uma grande evolucdo da sintese organica, jA que o numero de
etapas na sintese do produto final é diminuido, quando comparada a sintese linear,
além de serem mais especificas gerando menos residuos, tornando esse protocolo
sintético mais eficiente e ambientalmente correto (BANERJEE, 2017; TOURE; HALL,
2009).

As RMC sdo amplamente empregadas na sintese de novos heterociclos,
sendo que esses compostos representam mais da metade dos compostos descritos
até o momento. Dentre os heterociclos, destacam-se os constituidos pelos
heteroatomos oxigénio e nitrogénio, pois esses ndcleos sdo chaves para a
construcdo de novos compostos com atividades biolégicas pronunciadas, tais como
antitumoral, anti-HIV, antimalérico, anti-inflamatoério, entre outras (BANERJEE,
2017).

Devido a disponibilidade em produtos naturais e a versalidade na sintese
organica, a classe composta pelo heterociclo isoxazol é relatada como um
interessante nucleo com propriedades variadas (DELFT et al., 2011; JOSEPH,
GEORGE, 2009).

O isoxazol é um heterociclo que tem ocupado lugar privilegiado na sintese de
novos compostos. Atuamente diversos farmacos comercializados apresentam a
porcdo isoxazoélica em sua estrutura (BARMADE et al., 2016).

As isoxazol-5(4H)-onas sdo derivados isoxazolicos que apresentam
aplicacdes quimicas, biologicas e fisicas diversas (Figura 1), tornando-se uma

importante classe quimica a ser investigada.
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Figura 1. Derivados heterociclos contendo isoxazol-5(4H)-onas.

iPrO

Anti-diabetes

Corantes

Fonte: Adaptado de KIYANI; GHORBANI, 2016.

Ha um grande interesse em sintetizar novos heterociclos com o ndcleo
promissor das isoxazol-5(4H)-onas através de rotas mais eficientes e
ambientalmente limpas (FARAHI; NOWROUZI; IRAJZADEH, 2017).

Dessa forma, destacam-se os liquidos ibnicos, sendo essa uma alternativa ja
empregada em RMC, pois atuam como promotor reacional e solvente, além de
apresentar diversas caracteristicas exclusivas com um carater sustentavel
(CHOWDHURY; MOHAN ; SCOT, 2007; WASSERSCHEID; KEIM, 2000).

17



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Quimica Verde

A busca por processos quimicos ambientalmente corretos tem aumentado
significativamente nos ultimos anos. A Quimica verde surgiu como norteador para
processos quimicos ecologicamente limpos que contribuam para diminuicdo de
impactos ambientais (SHELDON, 2005).

Quimica verde também conhecida por “Quimica sustentavel” engloba
metodologias que reduzem ou eliminam o uso ou a geracdo de substancias
perigosas. A partir da década de 1990, a Quimica Verde vem influenciando
metodologias para obtencdo de novos produtos de forma mais ecoldgica através dos
12 principios que norteiam diversos processos quimicos (DUNN, 2012).

Os doze principios da Quimica verde sao apresentados abaixo: (ANASTAS;
EGHBALI, 2010)

1. Prevencédo: a prevencdo de residuos para evitar desperdicios que de alguma
forma possa afetar o meio ambiente.

2. Economia Atbmica: rotas sintéticas que visem o melhor aproveitamento dos
atomos dos compostos de partida, incorporando-os no produto final e gerando assim
bons rendimentos, menos perda.

3. Produtos nédo tbxicos e perigosos: sinteses que utilizem e gere produtos com
baixa toxicidade.

4. Produtos seguros: a obtencdo de compostos seguros .

5. Diminuicdo de solventes auxiliares: a diminuicdo de solventes auxiliares
influenciando a diminuicdo de residuos e geracéo de subprodutos.

6. Eficiéncia energética: a busca por metodologias que utilizem menos energia
possivel devido aos impactos causados por ela, sendo preferiveis sinteses que
ocorram e temperatura e pressdao ambiente.

7. Uso de substancias renovaveis: por estar disponiveis na natureza, o uso de

substancias renovaveis visando a economia.
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8. Evitar a formacdo de derivados desnecessarios: evitar a formagdo de derivados
que podem ser gerados através do uso de grupo protecdo e desprotecdo e
modificadores , pois tais acfes geram residuos desnecessarios.

9. Catalise de forma limpa: os catalisadores devem ser seletivos

10. Produtos degradaveis: os produtos gerados devem ser degradaveis de forma
gue nédo agrida o meio ambiente.

11. Analise de tempo reacional para a prevencdo de poluentes: as metodologias
devem ser empregadas monitorando o tempo reacional a fim de evitar a formacéo
de outras substancia ndo desejadas.

12. Metodologias seguras para a prevencdo de acidentes: € preferivel o uso de

substancias de facil manuseio a fim de evitar acidentes.
Atualmente um dos maiores desafios para a sintese de compostos bioativos
sdo metodologias eficientes que ocorram de forma sustentavel em um numero

minimo de etapas (Figura 2) (GORE; RAJPUT, 2013).

Figura 2. Representacao de uma sintese ideal.

Simples

Sintese
Minimo de etapas <::| Ideal I:> Segura

Sustentavel

Elevado rendimento Convergente

Econdmica Materiais de partida

disponiveis

Fonte: Adaptado de DOMLING; UGI, 2000.

Na metodologia tradicional em muitos casos sao utilizados acidos e/ou bases
e temperatura elevada, ocasionando produtos secundarios e consequentemente
residuos. De forma a diminuir esses problemas ocasionados na sintese tradicional

surgem as Reac¢6es multicomponentes (GORE; RAJPUT, 2013).
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A reacdo multicomponente (RMC) visa a economia atémica, criando multiplas
ligacbes em uma Unica etapa reacional, sendo esta uma maneira eficiente de se
obter novas moléculas com aplicacGes variadas dentro da quimica verde (ZHANG,
2009).

2.2 Reacdes Multicomponentes

As reacdes multicomponentes ocorrem em procedimentos “one-pot”, ou seja,
em um Unico recipiente sdo adicionados trés ou mais componentes a fim de se
obter um produto, de modo que o produto final apresente em sua estrutura partes
dos reagentes de partida (BIGGS-HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010; DOMLING; WEI
WANG; KAN WANG, 2012)

A figura 3 mostra um exemplo de uma sintese linear que ocorre em Vvarias
etapas, comparada a uma sintese via reagcdo multicomponente (DOMLING; WEI
WANG; KAN WANG, 2012).

Figura 3. Exemplo de uma sintese linear em varias etapas comparada a uma

sintese via RMC.

Sintese linear Reac&o multicomponente

Q
0=0=0=20=2Q Os3-9
Q“1™Q

Fonte: Adaptado de DOMLING; WEI WANG; KAN WANG, 2012.

As RMC sédo amplamente aplicadas na quimica medicinal, quimica
combinatoOria, agroquimica, quimica de polimeros entre outras areas da ciéncia.
Essa metodologia ganhou destague devido as inUmeras vantagens que as RMC tém
de oferecer, ja que visa além da economia atdmica, alta eficiéncia, condi¢bes
moderadas, elevada convergéncia e a economia gradual devido ao uso de solventes
verdes (CIOC; RUIJTER; ORRU, 2014).
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As RMC sado conhecidas h& aproximadamente 100 anos, e nesse periodo
foram relatadas diferentes reacgOes (Figura 4) entre elas destacam-se: Ugi, Passerini,
Hantzsch e Biginelli (BIGGS-HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010).

Figura 4. Exemplos de reagdes multicomponentes.
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RY, R? R®, R%= arilas, alquilas ou H

Fonte: Adaptado de BIGGS-HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010.

As reagbes multicomponentes também estdo diretamente relacionadas a
sintese de novas drogas e analogos de produtos naturais, sendo possivel a criacao
de compostos especificos em um numero de etapas reduzido, gerando moléculas
com elevada complexidade de acordo com a variacdo de cada componente no meio
reacional, proporcionando alto rendimento do produto final com atividades
farmacoldgicas pronunciadas (SLOBBE; RUIJTER; ORRU, 2012).
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Assim as RMC se apresenta como um interessante método a ser empregado
na sintese de diferentes compostos heterociclos (BARMADE et al., 2016; LIU;
ZHANG, 2011).

2.3 Compostos Heterociclos

Os compostos heterociclos tem ocupado lugar privilegiado em diversas areas
da ciéncia como na quimica, bioquimica e na industria farmacéutica. Esses
compostos sdo obtidos através da sintese organica e também podem ser
disponibilizados pelo reino vegetal, sdo constituintes de moléculas essenciais a vida
humana como os &cidos nucleicos, horménios, vitaminas, entre outros (JIANG et al.,
2010).

Pesquisas voltadas a sintese e obtencdo de heterociclos complexos tém
contribuido para a descoberta de moléculas promissoras com aplicagfes variadas.
Em estudos ja realizados foi observado que cerca de 20 milhdes de moléculas ja
foram identificadas e praticamente a metade delas sdo constituidas por heterociclos
como furano (9), tiofeno (10), pirrol (11), imidazol (12), isoxazol (13), pirimidina (14),
piridina (15), pirazina (16), entre outros heterociclos (Figura 5) demonstrando assim
a importancia dos heterociclos na sintese organica como nlcleos esséncias para
obtencdo de novos compostos (BALABAN; ONICIU; KATRITZKY, 2004; MARTINS
et al., 2009).

Figura 5. Principais nucleos heterociclos.
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Fonte: Adaptado de BALABAN; ONICIU; KATRITZKY, 2004.
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A viabilidade na construcédo de diferentes heterociclos os tornam ainda mais
interessantes, ja que podem ser realizadas combinagdes praticamente imensuraveis
entre o carbono e diferentes heteroatomos, gerando moléculas funcionalizadas com
caracteristicas exclusivas (MARTINS et al., 2009).

Dentre os compostos heterociclos, destaca-se a importante classe do
isozaxol. Recentemente derivados isoxazolicos tem recebido notavel atencdo na
obtencdo de novos farmacos, estudos sobre a estrutura atividade mostram que
diferentes grupos substituintes podem ser inseridos em seus derivados e
consequentemente apresentar atividades farmacoldgicas distintas (AGRAWAL,;
MISHRA, 2018).

2.4 Isoxazol

O Isoxazol é um heterociclo de cinco membros com dois heteroatomos
(oxigénio adjavente ao nitrogénio) que tem se demonstrado como importante nicleo
presente em diversos agentes terapéuticos amplamente empregados no tratamento
de enfermidades (Figura 6) (RAJPUT; PATEL; JADHAV, 2015).

Figura 6. Nucleo isoxazol.
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13

Fonte: Adaptado de RAJPUT; PATEL; JADHAV, 2015.

Diversos farmacos com o0 ndcleo isoxazolico sao disponibilizados
comercialmente, tais como a cloxacilina (17) e dicloxacilina (18) (antibi6ticos -
lactamicos), Valdecoxib (22) (analgésico e anti-inflamatério), Leflunomida (19)
(imunossupressor e anti-inflamatério) (MANNA et al., 2014), Broxaterol (20)
(broncodilatador), Zonisamida (23) (anticonvulsivo); Isocarboxazida (21)
(antidepressivo) (Figura 7) entre outros (AGRAWAL; MISHRA, 2018).
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Figura 7. Farmacos comercializados contendo o nucleo isoxazol.

. Dicloxacilina Leflunomida
: 18
//\OH
. OH
Cloxacilina
17 )J/&
! _N Isocarboxazida
Broxaterol
~ 21
HaN_ ‘ CH,
o//S\\
o H2N/ \\
Valdecoxib Zonisamida
22 23

Fonte: Adaptado de AGRAWAL; MISHRA, 2018.

Compostos isoxazolicos também podem atuar como agentes antimicrobianos,
antiviral, antitumoral, imunomodulador, antiplaquetarios, antitrombéticos, anti-
triglicerideos, antidiabéticos, anticonvulsionante, anti-Alzheimer entre outros
(SYSAK; OBMINSKA-MRUKOWICZ, 2017).

A sintese classica proposta por Claisen em 1888 foi a primeira descrita na
literatura para obtencdo de isoxazois 3,5-dissubstituidos. A sintese ocorreu a partir
da reacdo da hidroxilamina com composto 1,3-dicarbonilado (Esquema 1) (PINHO,
2005).

Esquema 1. Sintese de isoxazol 3,5-dissubstituido.

o) o)

/N

! SN
©/\/\ + NH,OH —> ~
24 25 26

Fonte: Adaptado de CLAISEN, LOWMAN, 1888; PINHO, 2005.
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Diversas modifica¢cdes foram empregadas na metodologia classica proposta
por Claisen tais como a substituicdo da B-dicetona por B-cetoesteres, cetonas q,f3-
insaturadas, aldeidos a-acetilénicos entre outros (PINHO, 2005).

Um dos métodos empregados na sintese de isoxazois € através da reacao
entre 6xidos nitrilicos com alcinos terminais (AGRAWAL; MISHRA, 2018).

Hansen e colaboradores (2005) realizaram a sintese de isoxazois 3,5-
dissubstituidos a partir da reacdo de O6xido nitrilico gerado “in situ” com alcino
terminal, a reacédo foi catalisada por cobre a 80°C, em um periodo de 6 horas,

proporcionando rendimento de 69% do produto (Esquema 2).

Esquema 2. Sintese de isoxazol a partir de 6xidos nitrilicos e alcinos terminais.

O
\/\/‘L NHOH.HCI, NaOH < 8 W N/
> -
H - WN B \ /

TsN(CI)Na. 3H,0 cu(l)
28 29

69%

27

Fonte: Adaptado de AGRAWAL, MISHRA ; 2018.

Embora apresentem grande importancia para a sintese dos derivados
isoxazolicos a reacdo entre 6xidos nitrilicos com alcinos terminais apresenta suas
limitagBes tais como a ocorréncia de dimerizagédo do 6xido nitrilico no meio reacional
devido a sua instabilidade quimica e também a formacédo de subprodutos no meio
reacional (HANSEN; WU; FOKIN, 2005).

A sintese de isoxazois partindo da reagdo entre oximas com compostos
carbonilados também é uma rota para obtencédo de isoxazois 3,5 substituidos, tal
como realizado por Dang e colaboradores (2006). A reacdo ocorreu em 6 horas na
presenca do &cido p-tolueno sulfénico, tolueno e refluxo (Esquema 3). Embora a
reacdo tenha proporcionado 94% de rendimento, a sintese ocorreu sob o uso de
solvente toxico (DANG; ALBRECHT; LANGER, 2006).
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Esquema 3. Sintese de isoxazois a partir da reacao entre dietil oxalato e

acetofenona oxima.

,OH o)
N L ot TsOHH,0 O
| cH ¥ EtO I tolueno, refluxo N\ / OEt
3 o) 6h
30 31 32
94%

Fonte: Adaptado de DANG; ALBRECHT; LANGER, 2006.

E também através de compostos a-f insaturados com hidroxilamina em
solvente prético polar, Kumar e colaboradores (2011) realizaram a sintese de
isoxazois 3,5-dissubstituidos em meio a etanol a temperatura ambiente sob catélise
basica. O rendimento do derivado foi de 72%, no entando para a obtencdo do
produto foi empregado base téxica como catalisador.

Esquema 4. Sintese de isoxazois a partir de compostos a-f insaturados.

N—0
/
+ NH,0H.HCI —KOH, =
EtOH o
34 o

72%

Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2011.

Assim como mencionado anteriormente, diversas metodologias sao
empregadas na sintese de derivados isoxazdlicos, sendo de extrema importancia
metodologias abrangem estratégias menos agressivas que proporcione altos
rendimentos, ndo necessitando de grande quantidade de catalisador e solventes
toxicos, assim como temperaturas drasticas e longo tempo para a formacédo do
produto de interesse (LI; ZHU; YANG, 2012).

Dessa forma, diversas modificacdes e métodos tém sido empregados para a
obtencdo de novos compostos bioativos contendo o ndcleo isoxazol (JAWALEKAR
et al., 2011).
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Considerando a importancia quimica e biolégica do isoxazois, a exploracao do
derivado heterociclo isoxazol-5(4H)-ona 3,4-dissubstituido (Figura 8) €& uma
alternativa para obtencéo de novas estruturas diversificadas com possiveis atividade

correlacionadas.

Figura 8. Derivado contendo o nucleo isoxazol-5(4H)-ona 3,4-dissubstituido.

=
N\/
o\
0
36

Fonte: Adaptado de LIU; HOU, 2012.

Diversas aplicacdes estédo correlacionadas com esses derivados, apresentam
atividade farmacoldgica como inibidor proteico (37) (DEMERS et al., 1994), agentes
antibacterianos (40) (FEROUANI et al.,, 2017), agentes anti-androgenos (38)
(ISHIOKA et al., 2003) e antiobesidade (39) (KAFLE et al., 2011) (Figura 9).

Figura 9. Derivados de isoxazol-5(4H)-ona 3,4-dissubstituidos com diferentes

atividades bioldgicas.
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Fonte: Adaptado de DEMERS et al., 1994; FEROUANI et al., 2017; KAFLE et al.,
2011.
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Sao também empregados na agroquimica como fungicidas e inseticidas
(KIYANI; GHORBANI, 2013), e na fisica devido suas propriedades Opticas servem
como filtros amarelos em filmes fotograficos (ARET et al., 2007) e como dispositivos
moleculares de conversao de luz (BIJU; REDDY; FREIRE, 2007).

A sintese de isoxazol-5(4H)-ona substituidas pode ocorrer atravées de
diferentes metodologias. A sintese tradicional € realizada em duas etapas,
inicialmente ocorre a reacao entre o cloreto de hidroxilamonio com o acetoacetato de
etila, e posteriormente ocorre a condensacdo com aldeidos aromaticos via
Knoevenagel (SAIKH; DAS; GHOSH, 2013).

Outra metodologia empregada na obtencdo de isoxazol-5(4H)-ona
substituido é através da reacdo entre benzaldoximas e compostos 1,3-
dicarbonilados. A reacdo de B-cetoésteres com hidroxilamina na presenca de uma
base forte e um acido diluido também fornecem derivados isoxazolonas (KIYANI;
GHORBANI, 2013).

Dentre as estratégias empregadas para a sintese de isoxazol-5 (4H)-ona 3,4-
dissubstituido a sintese via RMC tem se destacado por sua eficiéncia formando
diversas ligacbes em uma Unica etapa e também devido as suas caracteristicas
ambientalmente corretas (VEKARIYA; PATEL; PATEL, 2016).

A sintese isoxazol-5(4H)-ona 3,4-dissubstituido via RMC ocorre em
procedimento “one pot’, ou seja em um Unico recipiente sdo adicionados o0s
reagentes para formacao do produto de interesse, no caso a sintese ocorre atraves
da reagdo entre o [(-cetoéster, cloridrato de hidroxilamina e aldeidos aromaticos
(Esquema 5) (LIU; HOU, 2012).

Esquema 5. Sintese isoxazol-5(4H)—ona 3,4 dissubstituida via RMC.

O O
I I

OEt + NH20H.HCI catalisador o~

Q 34 aguecimento N\
41 | d o\
H (@]
36
42

Fonte: Adaptado de LIU; HOU, 2012.
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A catalise € bem diversificada nessa classe de reacdo, sdo empregados
diferentes acidos e bases como catalisadores, dentre eles destaca-se os uso do
acido tartarico em meio aquoso (KHANDEBHARAD et al., 2015); benzoato de sédio
(LIU; ZHANG, 2011), organocatalisadores como amilose (VEKARIYA; PATEL, 2017);
ftalimida potassica (KIYANI; GHORBANI, 2017); oxalato de sodio e glicina (KIYANI;
JABBARI; MOSALLANEZHAD, 2014); silicato de sédio (LIU; WU, 2011); sacarina
sodica (KIYANI; GHORBANI, 2013); acido citrico (RIKANI; SETAMDIDEH, 2016) e
também nanoparticulas de o6xido de magnésio (KIYANI; JABBARI;
MOSALLANEZHAD, 2014).

Liu e Hou (2012), realizaram uma sintese de derivado de isoxazol-5(4H) —ona
3,4 dissubstituidas sob catalise basica empregando o sulfeto de saddio
monohidratado como catalisador na presenca de etanol como solvente prético polar.
A metodologia aplicada promoveu variados produtos provenientes da variagdo do
substrato aldeido, tal como o uso da vanilina proporcionou (89%) (Esquema 6).

Esgquema 6. Sintese de derivados isoxazoélicos empregando sulfeto de sodio

como catalisador.

0
<" 0Et * NH,OH.HCI Na,S.9H,0 _

a1 |C|) 34 Etanol N\

§ TA 0\, oH
44  OCHs
HO
OCH; 8006
43

Fonte: Adaptado de LIU; HOU, 2012.

Outro catalisador empregado na sintese de derivados de isoxazol-5(4H) —ona
3,4 dissubstituidas foi o Ni(OAc)..H,O (acetato de niquel monohidratado), conforme
relata Samini e Kiyani (2017), a reagdo ocorreu em meio aquoso proporcionando

78% de rendimento (Esquema 7).
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Esqguema 7. Sintese de isoxazol-5(4H)-onas a partir de catalisador contendo niquel.

O O
M HO
OEt NH,OH.HCI Ni(OAc)2.H20
O > o~
41 | 34 T.A N
o\
H o
46
OH
78%
45

Fonte: Adaptado de Samini; Kiyani, 2017.

Como mostrado acima, a sintese de derivados isoxazolicos 3,4-
dissubstituidas via RMC tem sido amplamente explorada. A partir da variacdo do
substrato s@o obtidas estruturas diversificadas com variados rendimentos e s&o
empregados diferentes condicdes cataliticas, algumas restricbes sdo observadas tal
como o uso de solventes e/ou catalisadores toxicos (AGARWAL et al., 2018).

Na busca por estratégias eficientes e menos toxica ao meio ambiente, 0s
liquidos ibnicos surgem com um alternativa favoravel na sintese de isoxazol-5
(4H)ona 3,4-dissubstituidas, ja que atuam promovendo a reac¢ao contribuindo com

0s principios da quimica verde devido suas caracteristicas ecologicamente corretas.

2.5 Liquidos Iénicos

Recentemente pesquisas envolvendo liquidos i6nicos com diferentes
aplicacbes tem ganhado destaque. Aplicagbes tais como: sensores, células de
combustivel, lubrificantes, baterias, fluidos, ion-gel, compostos farmacéuticos e
energeéticos, e como “solventes verdes” devido apresentar um carater idGnico
(MAGNA; BOURBIGOU, MORVAN, 2010).

Os Liquidos Ibnicos (LI) sédo sais formados por ions (organicos ou
inorganicos) que apresentam baixo ponto de fusdo. Devido ao grande de numero de
cations e anions disponiveis, pode ser projetado liquidos ibnicos especificos a fim de
otimizar diversas reacdes quimicas (PU; JIANG; RAGAUSKAS, 2007).

Os LlIs sao reconhecidos por suas propriedades exclusivas, séo elas:
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e Capacidade de transportar carga elétrica, viscosidade relativamente baixa
(WASSERSCHEID; KEIM 2000);

e Pressdo de vapor negligenciavel, baixa ou nenhuma inflamabilidade, ampla
faixa de temperatura no estado liquido (<100°C) (WELTON , 2004);

o Estabilidade quimica, natureza néo tdxica, reciclabilidade e pode atuar como
catalisador em reacdes (PARAJO et al., 2016).

Além de poder atuar como solvente e/ou catalisador, os liquidos i6nicos
podem também ser reciclados (DONG et al., 2008) o que propicia uma reducéo de
custos (EARLE; SEDDON, 2000), em algumas rea¢cOes pode oferecer melhores
rendimentos, quando comparados ao uso de solventes classicos (RAMOS et al,
2013) e suas propriedades como baixa pressdo de vapor os tornam mais atraentes
quando comparados ao uso de solventes classicos (PHAM; CHO; YUN, 2010).

A sintese de liquidos ibnicos € realizada tendo como 0s principais céations
constituintes: imidazolio, pirrolidinio, sais de aménio quaternario, piridinico, tetra
alquilfosfénio e trialquilsulfonico, como podem ser verificados na figura 10
(SHELDON, 2001).

Figura 10. Principais ions que constituem os liquidos iénicos.

CATIONS
R? R2
' | ©) O
Rl/!\l\+R3 Rl/F\+R3 N é Rl/N\/N\RZ
R4 R4 lR R]/+\R3
Tetraalquil-amonio  Tetraalquil-fosfonico N-alquil-piridinio Trialquil sulfonio 1 3_piaiquil-imidazélio
47 48 49 50 51
ANIONS
SbFs  BF4 CF3SOs CcH,co, NOs, CFsCO, PFe,  ArSOs” AlCl,  (CF3SOg)N’
52 53 54 55 56 57 58 59 60 61

Fonte: Adaptado de SHELDON, 2001.

Os liquidos idnicos também s&o muito atraentes na catalise homogénea ja
gue além de todas as especificidades ja citadas, sdo imisciveis em alguns solventes

organicos e apresentam determinada estabilidade térmica (SHELDOM, 2001).
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Apresenta vantagens também na catalise heterogénea, devido a facilidade de
separacdo dos LI no meio reacional e recuperagdo do catalisador (CORMA;
GARCIA, 2008).

Todas essas especialidades dos liquidos ibnicos deve-se principalmente ao
fato de serem constituidos de ions especificos, o que lhe proporcionam a
capacidade do aumento e diminuicdo da polaridade e hidrofilicidade/lipofilicidade
(SHELDOM, 2001).

Assim, os liquidos ibnicos sdo empregados na sintese de diversos compostos
organicos, tais como na sintese de derivados de isoxazol-5(4H) —onas 3,4-
dissubstituidas. Conforme realizado por Farahi e colaboradores (2017), na sintese
para a obtencdo do derivado isoxazoélico empregando o liquido idnico acetato de 4-
(N, N-dimetilamino) piridinio (DMAP), o LI atuou como catalisador no meio reacional.
A reacdo ocorreu de forma moderada, o produto final foi obtido de forma cristalina
em elevado rendimento e o catalisador foi reciclado vérias vezes sem perder sua

propriedade catalitica (Esquema 8).

Esquema 8. Sintese de derivados isoxazois empregando o liquido idnico

DMAP.HOAc.
C|) O
MOEt * NH,OH.HCI DMAP.HOAC 2 S
41 O 34 > N\ \ //
70°C o—\
S H 063
\ S
95%
62

Fonte. Adaptado de FARAHI, NOWROUZI, IRAJZADEH; 2017.

Os liquidos i6nicos sdo também empregados na biocatalise e
biotransformacao. Quando enzimas modificadas séo revestidas por LI a capacidade
catalitica da enzima é melhorada, assim como a enantiosseletividade e estabilidade
guimica contribuindo assim para uma metodologia eficiente em sintese organica
(LEE; KIM, 2002).
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2.6 Organocatalise envolvendo enzimas

Enzimas sdo macromoléculas encontradas em seres vivos que apresentam a
capacidade de acelerar as reacdes quimicas em condicdes moderadas evitando a
desnaturacdo proteica tal como temperaturas baixas e pH neutro, sao
biocatalisadores seletivos de natureza ndo toxica e renovavel o que as tornam
catalisadores verdes (SHODA et al., 2016).

As enzimas sao descritas como catalisadores em diversas reacfes organicas,
como em reacOes de hidroxilagcdo, reacdo de oxidacdo e reducdo, reacdes
hidroliticas, reacbes de glicosilacdo, reacdes de conjugacdo, entre outras.
Atualmente sdo empregadas na producao de farmacos e de agroquimicos em larga
escala devido suas propriedades cataliticas (GLIEDER et al.; 2018).

Devido as propriedades cataliticas das enzimas, diversos estudos tém sido
realizados a fim de compreender a complexidade e mecanismos enzimaticos, o que
tem propiciado o desenvolvimento das enzimas artificiais ou enzimas sintéticas. As
enzimas artificias sao réplicas seletivas, estaveis e quando comparadas a obtencéo
de enzimas naturais, apresentam-se como uma alternativa economicamente
favoravel devido ao baixo custo para obtencdo (DONG ; LUO; LIU, 2012; WEI;
WANG,2013).

As enzimas artificiais sdo sintetizadas a partir de diversos materiais como
ciclodextrinas, calixarenos, ciclofanos, capsulas, gaiolas moleculares, micelas,
vesiculas, nanoparticulas, nanotubos, nanogéis (DONG ; LUO; LIU, 2012)
complexos metalicos, porfirinas, polimeros e biomoléculas. Esses variados materiais
de partida proporciona a obtencdo de enzimas sintéticas com propriedades
diferenciadas (WEI; WANG,2013).

O uso de polimeros tem contribuido grandemente para a obtencdo de
enzimas sintéticas, pois sdo macromoléculas estaveis na presenca de calor e
produtos quimicos (WULFF, 2002).

A PEI (polietilenoimina) (Figura 11) € um polimero que tem recebido notavel
atencdo nas ciéncias biologicas e farmacoldgicas, jaA que apresenta capacidade
catalitica semelhante a uma enzima natural ("syn-zymes") devido a sua capacidade
de ligar-se ao substrato e assim promover a reacdo, € empregada também como
agente precipitante de proteinas, e pode atuar como vetor na administracdo de

nucleotideos (MAZZAFERRO et al., 2012, ).
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Figura 11. Estrutura quimica da PEI.
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Fonte: Adaptado de SHAO et al.,2012.

A PEI também é descrita na literatura como estabilizador de nanoparticulas
de paladio em uma reacdo de hidrogenacdo de alcenos em um sistema bifasico
aquoso (Esquema 9). Os resultados evidenciaram uma catélise eficiente através de
uma metodologia que além de permitir o uso da agua como solvente, dispensa 0 uso
de solventes organicos, € possivel também a recuperacao e reciclo do catalisador

em uma reacao quimiosseletiva (NEUMANN et al., 2006).

Esquema 9. Reacao de hidrogenacao catalisada por paladio estabilizado por PEI

alquilada.

NG H2_H20> RN

PEI. Pd
65 n 66

Rl= alquil (69) ; clicloalquil (70)

Fonte: Neumann et al., 2006.

Outra aplicacédo de PEI é na reacdo de oxidacdo do difenilsulfeto através da
combinagdo da PEI alquilada com polioxometalatos polianionicos (Alk-PEI/POM)
através de interacdo eletrostatica (Esquema 10). O catalisador Alk-PEI/POM
apresentou conversédo de 98 mol% de difenilsulfeto em difenilssulfoxido. A oxidag&o

ocorreu de forma mais seletiva devido apresentar em sua estrutura regides
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hidrofébicas e consequentemente permite a oxidacdo de forma mais seletiva em
meio aquoso (NEUMANN, HAIMOV, COHEN; 2004).

Esquema 10. Oxidacé&o de difenilsulfeto empregando PEI/POM.

i
S S
Alk- PEI/POM
H>0;
67 68
POM= Naj2[ZnWZn,(H;0)% (ZnWgOs4),]

Fonte: NEUMANN, HAIMOV, COHEN; 2004.

A fim de aprimorar as propriedades cataliticas da enzima sintética Ferreira e
colaboradores, 2015 realizaram a sintese da PEI.LI, uma enzima sintética (PEI)
suportada em liquido i6nico, que foi empregada como um nanorreator catalitico em
uma reacao de desfosforilacdo em sistemas biologicos (Esquema 11). Foi verificado
gue a PEI combinada a um LI atuou como uma enzima artificial com significativa
capacidade catalitica, o efeito liquido idnico proporcionado pela porcédo imidazélica
foi crucial para a reagdo ocorrer de forma mais eficiente, pois permitiu maior

estabilizacdo no meio reacional.

Esqguema 11. Reacao de desfoforilacdo empregando a PEI.LI

NO, LIV\N/ NO,

o)
|C|) |I4 -
O,N O—P—OEt > O,N o + 97 T_OEt
' OFEt

OEt
69 70 71

Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2015.
Dessa forma, a PEI combinada a liquidos ibnicos apresentam-se como uma

estratégia interessante a ser explorada na sintese de isoxazol-5(4H)-onas 3,4-

dissubstituida via RMC devido as suas propriedades ecologicamente corretas.
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2.7 Ensaio biolégico CMI e CMB

A atividade antibacteriana de compostos sintéticos € algo bastante
investigada atualmente, e um dos maiores desafios enfrentados € a resisténcia
bacteriana a diversos farmacos, sendo de extrema importancia a busca por
antibacterianos eficazes no tratamento contra o microorganismos (AL-AMIERY et al.,
2017).

As bactérias Staphylococcus aureus (gram-positiva) e a Escherichia coli
(gram negativa) sao bactérias amplamente empregadas em ensaios biologicos ja
que podem ser encontradas no corpo humano. Embora estejam presentes na
microbiota humana, condi¢cdes anémalas, tal quando o sistema imunoldgico esta
debilitado, esses microrganismos podem causar infec¢des (KIM et al., 2011).

Diversos estudos relatam a resisténcia bacteriana da Escherichia coli e
Staphylococcus aureus a variados antibioticos, isso € decorrente da capacidade de
adaptacdo ao meio onde elas se encontram, o que refor¢ca ainda mais a busca por
novos farmacos antimicrobianos (BACHIR, BENALI, 2012).

Assim, existem diversos ensaios biologicos para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana de compostos sintéticos, entre eles tem-se o método de difusdo em
agar, método de disco-difusdo, os métodos de macrodiluicdo e microdiluicdo (BONA
et al., 2014; OSTROSKY et al., 2008).

Entre os métodos de microdiluicdo e macrodiluicdo em caldo, a microdilui¢do
se torna mais viavel, ja que é necessario pequena quantidade de meio de cultura
para a realizacdo do ensaio (0,1- 0,2mL), consequentemente gera menos residuos e
por ser realizado em placas de Elisa pode ser feito para diversas amostras
otimizando o tempo (OSTROSKY et al., 2008).

Quando realizado o ensaio através da microdiluicdo em caldo é averiguado a
propor¢cdo de crescimento do microorganismo em diferentes concentracbes da
amostra em estudo. As vantagens apresentadas por esse método quantitativo é que
a deteccado do crescimento do microorganismo é feita visualmente pela mudanca de
aspecto da amostra (OSTROSKY et al., 2008; WIEGAND, I.; HILPERT, K,
HANCOCK 2008).

Dessa forma, CMI €& definido como sendo a concentragdo minima do

composto capaz de inibir o crescimento do microorganismo em determinadas
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condicdes, e o CMB (Concentracdo minima bactericida) que é concentragdo minima
do composto capaz de matar o microorganismo (OLSON et al., 2002).

O ensaio para a determinacdo da concentragdo minima capaz de inibir o
crescimento bacteriano € realizado em microplacas de 96 pocos em U, onde é feita
a microdiluicdo do composto em diferentes concentragdes na presenca do
microorganismo a fim de observar o crescimento ou ndo do microorganismo no meio
(Figura 12) (WIEGAND, I.; HILPERT, K.; HANCOCK 2008).

Figura 12. llustracéo representativa do ensaio de CMI e CMB.

meio de cultura diluicdo em série da amostra

98- 1§89 999§

...........................

e D diluicao
suspensao bacteriana ~———

meio com agar

Ll lemsl

crescimento ausénciade crescimento
bacteriano crescimento pacteriano
bacteriano

Fonte: Adaptado de PAIVA, et al., 2013.

O ensaio antimicrobiano de CMI realizado pelo método de microdiluicdo € um
meétodo sensivel, pratico e confiavel quando comparado aos demais métodos para
identificar agentes antimicrobianos, devido & capacidade de reproduc¢éo do ensaio, 0
baixo custo e a possibilidade de realizacdo de varias amostras ao mesmo tempo,
torna esse ensaio ainda mais interessante (OSTROSKY et al., 2008).

Dessa forma, o CMlI e o CMB é um ensaio propicio para a avaliacdo da
atividade antibacteriana dos derivados isoxazolicos em estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Sintetizar o promotor reacional liquido i6nico.
Sintetizar derivados de isoxazois empregado um catalisador liquido i6nico e avaliar a

atividade biolégica das isoxazol-5(4H)-ona 3,4 dissubstituidas.

3.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar variados liquidos ibnicos e a PEI suportada em liquido iénico.

e Otimizar as condic¢des reacionais de sintetize de derivados de isoxazdis.

e Obter estruturas diversificadas a partir da variagdo de aldeidos arométicos
substituidos.

e Identificar os produtos obtidos por meio de Infravermelho (1.V.), Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de *H) e (RMN de *3C).

e Analisar a atividade antibacteriana dos compostos sintetizados através do
teste preliminar de CMI e CMB frente as bactérias Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.
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4. METODOLOGIA

4.1 Procedimentos Gerais

A sintese dos derivados isoxazolicos foi realizada em um baldo de fundo
redondo sob aquecimento e agitacdo. Percorrido o tempo reacional, o produto foi
transferido para geladeira e ap6s a formacédo do precipitado, o produto foi lavado
com etanol gelado e filtrado a vacuo. Os derivados foram recristalizados com etanol
gelado e apos seco aferiu-se o ponto de fuséo do sdlido obtido.

Os produtos sintetizados foram purificados e acompanhados por
cromatografia em camada delgada (CCD), usando eluente hexano/acetato de etila
(1:2).

A afericdo do ponto de fusdo dos compostos sintetizados foi realizada no
fusémetro digital (Aparelho Digital de Ponto de Fusdo MQAPF-301 Microquimica Ind.
E Com. LTDA).

Os derivados isoxazolicos obtidos foram nomeados por meio do programa
computacional ChemwDraw ultra versédo 8.0 e conferidos na literatura.

A analise na regido de Infravermelho (1.V) dos compostos foi realizada no
equipamento Perkin Elmer (Spectrum Frontier), usando varredura na regido de 4000
a 400 cm™. A anélise foi realizada usando pastilhas de KBr previamente seco.

Os dados espectrais de infravermelho foram processados no programa
computacional Origin 8.0, e os dados do RMN *H e *3C foram processados no
programa computacional ACD LABS 12.01.

A andlise de RMN H e *3C foi feita no equipamento de espectrémetro Bruker
Avance |1l 500 (11,75T), a frequéncia do espectrofotdmetro para a nalise do RMN *H
foi de 500 MHz e **C de 125 MHz.

Para a realizacdo da andlise de RMN as amostras foram solubilizadas em
solvente dimetilsulféxido (DMSO-d6) e cloroformio (CDCl3). Os valores de
deslocamento quimico (6) sdo dados em ppm em relagdo a frequéncia do

equipamento e as constantes de acoplamento (J) em hertz.
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4.2. Metodologia geral para a sintese dos catalisadores

4.2.1. Sintese do liquido i6nico clorado (1- (2-cloroetil) -3-metilimidazdlio
clorado)

Em um baléo de fundo redondo de duas bocas foram adicionados 45 mL de
1,2 dicloroetano, 30 mL de acetato de etila e lentamente foram adicionados 15 mL
de metil imidazol. Manteve-se o sistema em refluxo a 80°C por 24 horas. O liquido
obtido foi lavado com acetato de etila e evaporado sob presséo reduzida (Esquema
12).

Esquema 12. Sintese do liquido idénico clorado.

N

/A AcOEt / \

< Do CICH,CH,Cl  gooc™ /N@N\/\Cl
N -

80°C
Cl

CHs 73
72 74

4.2.2. Sintese da PEI.LI (polietilenoimina suportada em liquido iénico)

Dissolveu-se 5 g (12,5 mmol) de PEI seca em 10 mL de CH.Cl, seco e
transferiu-se para um schlenk . Adicionou-se & mistura do schlenck 1,4 g (7,9 mmol)
de 1- (2-cloroetil) -3-metilimidazdlio clorado (liquido iénico clorado) e 1,0 g (10 mmol)
de 2,6-Lutidina. A mistura foi mantida em refluxo por 2 horas a 100°C. Apés esse
periodo a mistura foi solubilizada em metanol P.A e lavada com CH,Cl, e acetato de
etila, houve entdo a formacdo de um precipitado que foi rotaevaporado e seco
(Esquema 13).

40



Esquema 13. Sintese do catalisador PEI.LI.

N i i @f CN%
H\L IN/—/ H cr NIH/MW
; % ©) Lutidina = SNI NI N/—/
/_/HXNIN\/\E*H . /N\(;N\/\CI —>2h' Lo0°C N@C'\:_ ”IH
h %N 75 /@%KNI N\/\NIC'N@
A

Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2015.
4.2.3. Sintese do liquido i6nico MAI.CI (Metil-Acetil-Imidazol)

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, foram adicionados 200 mmol
(16 mL) de N-metil-imidazol, 312 mmol (29,48 g) de acido cloroacético, solubilizou-
se em 50 mL de acetonitrila. Manteve-se o sistema sob agitacédo e refluxo a 80 °C
por 48 horas em atmosfera inerte. Apds esse periodo, o produto obtido foi lavado

com acetonitrila em funil de vidro sinterizado e seco a vacuo (Esquema 14).

Esquema 14. Sintese do LI MAI.CI.

0 . 0
O o J s Oh L
N OH CHsCN NS OH

7 78 79

4.2.4. Sintese do liguido i6nico 1,3-bis(carboximetil)- 1H-imidazdlio

Em um bal&do de fundo redondo foram adicionados 0,1 mol (6,8 g) de imidazol
em 80 mL de H,O e manteve o sistema sob agitacdo e refluxo. Adicionou-se
lentamente a essa solucéo 0,2 mol (9,45 g) de acido monocloroacético e 0,1mol (5,6
g) de hidréxido de potassio e deixou o sistema em agitacdo por 5horas, o pH da
solucao foi ajustado com uma solucéo de KOH 5 mol.L™ entre 10-12. Posteriormente

foi adicionado solucéo de HCI 1mol.L*para acidificar o meio com pH entre 2-3. Ap6s
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esse processo, o0 solvente foi rotaevaporado sob pressao reduzida sendo formado
um solido branco (22,05g) (Esquema 15).

Esquema 15. Sintese do LI Diacido Imidazol.

= 9 T W
I H,0, 100°C I On
cr
80 81 82

4.3. Sintese dos derivados isoxazol-5(4H)—ona 3,4 dissubstituidas

Em um baldo de 25 mL foram adicionados, 1 mmol de acetoacetato de etila
(0,13014 g), 1 mmol de cloridrato de hidroxilamina (0,0694g) e 1 mmol de
benzaldeido (0,10612 g), 4 mL de H,O deionizada e 50mg de catalisador. A reagao
foi mantida em agitacdo sob refluxo (Esquema 16). O produto obtido foi filtrado a
vacuo com etanol gelado, posteriormente foi recristalizado com etanol e ap6s seco

mediu-se o ponto de fuséo.

Esquema 16. Sintese da isoxazol-5(4H)-ona 3,4 dissubstituida via RMC.

(@) (@)
|
OEt + NH,OH.HCI catalisador AN
O g
34 \
41 I refluxo o\

solvente
@AH @]
42 36

Foi entdo realizada a otimizacdo das condigOes reacionais, a fim de se obter

melhores resultados, nessa etapa foram avaliados os seguintes efeitos:
e Temperatura (40°C - 110°C);
e Solventes (apolares, polares proticos e aproéticos);
e Catalisador e quantidade de catalisador ;

e tempo reacional (30 minutos a 24 horas) ;
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Variacdo da quantidade dos reagentes e diferentes aldeidos: benzaldeido,
anisaldeido, salicilaldeido, vanilina, siringaldeido, p-toluilaldeido, 3-
hidroxibenzaldeido, 4- dimetilaminobenzaldeido, piperonaldeido, 2,4-

dimetoxibenzaldeido, 4- dietilaminosalicilaldeido e 4-cloro-benzaldeido,

4.4. Ensaio Biologico de para determinacéo da CMI e CMB

4.4.1. Determinacao da CMI

Inicialmente procedeu-se com o preparo das solugcéo contendo Mueller Hinton

na concentracdo de 33 g/L, logo apés a solucéo foi esterilizada por 15 minutos sob

condicBes de temperatura e pressao especificos, no caso a 121°C e 1 atm.

Apo6s o preparo do caldo Mueller Hinton, os derivados sintetizados foram

solubilizados em 5% de Dimetilsulfoxido (DMSO) e caldo em varias concentracoes.

Este procedimento foi realizado em uma placa de microdiluicdo estérel com 96

pocos de fundo U (Figura 13). As solucdes foram feitas nas concentraces de 2000;

1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,62 e 7,81 ug/mL.

Figura 13. Placa de Elisa empregada na realizacdo do ensaio para a determinagéo

da CMI.
ISX12 ISX7 _ ISX 6 7.81 ug/mL

2000 pg/mL | :
1000 pgimL. |

500 pg/mL (8

250 pg/mL

125 pg/mL )

62,5 pg/mL (& i e m

31,2 pg/mL (é‘;,. ois' a
‘_" "'/.._,
15,6 ug/mL ’ S

Fonte: Arquivo pessoal.
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Para a validacdo do teste foi realizado o CMI da bactéria Gram-positiva frente
ao antibiético padrao, cloranfenicol, nas concentracdes de 64, 32, 16, 8, 4, 2 e 1
Mg/mL. O ensaio para a determinacédo da CMI foi realizado em triplicata, tendo como
controle positivo a viabilidade do microorganismo e outro com DMSO, e como
controle negativo a esterilidade do meio e outro de esterilidade da amostra com 0s
derivados sintéticos.

Apoés o preparo das amostras, adicionou-se em cada pogo 100uL de solugao
de caldo Miuler Hinton, 100 yL das solug¢des diluidas em diferentes concentragdes e
5 uL do inéculo.

As bactérias empregadas no ensaio foram Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e Escherichia coli (ATCC 25312).

As placas foram entdo tampadas a fim de evitar possiveis contaminantes por
um periodo de 24 h a 35°C. Apds esse periodo, realizou-se a leitura das placas para
a determinacdo da CMI de cada composto contra 0s microorganismos.

4.4.2. Determinacao da CMB

Apbs o periodo de incubacdo para a determinacdo do CMI, foi realizado o
CMB.

Dos pocos onde nao foi detectado visualmente o crescimento das bactérias,
foi coletado 100 uL e depositado em um placa de Petri contendo o &gar nutriente. O
mesmo foi lacrado e deixado 24 horas a 35°C, ap0s esse periodo realizou-se a
leitura do CMB.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizag&o das condigdes reacionais

Inicialmente foi feita a avaliacdo do catalisador. A reacédo foi testada partindo
da reacdo modelo (Esquemalb) através da reacdo entre 1 mmol de acetoacetato de
etila, 1 mmol de cloridrato de hidroxilamina e 1mmol de benzaldeido a 80°C por 70
minutos, 4 mL de agua na presenca de 20 mol% de catalisador ou 50mg de PEI.LI
(Adaptado de LIU, HOU 2012).

Esquema 17. Sintese do ISX 1 via RMC.

I
e +  NHOHHCI atalisador o~
T .
@] 1mmol H,O N\
Immol I 80°C o
. (@)
lmmol

Fonte: Adaptado de LIU; HOU, 2012.

Foram testados catalisadores acidos e basicos assim como diferentes LI

conforme mostrado na tabela 1.

Tabela 1. Rendimento do ISX 1 em funcéo dos catalisadores.

Entrada Catalisador Rendimento (%)
1 - 34
2 PEI 9
3 MAI.CI 40
4 Diacido imidazol 15
5 p-TsOH 25
6 PEI.LI 45
7 CAN 37

*1mmol de acetoacetato de etila, Immol de benzaldeido, Immol de NH,OH.HCI, 20mol% de
catalisador ou 50mg de PEI.LI, 4mL de agua, 70 minutos, 80°C.

Analisando a tabela 1, é possivel verificar que o melhor catalisador no meio
reacional foi a PELLI. A reacdo também foi testada empregando a PElI onde

forneceu 9% de rendimento (entrada 2) , e foi verificado que a enzima sintética
45



suportada a um liquido iénico clorado contribuiu para a melhor formacao do produto
fornecendo 45% de rendimento(entrada 6).

O catalisador PEILI apresenta em sua estrutura aminas secundarias, sendo
esses sitios nucleofilicos responsaveis pelo seu carater basico. A presenca da
porcdo do imidazdlio & PEI permite uma maior solubilidade, estabilidade térmica e
quimica o que torna esse catalisador ainda mais eficaz, e com isso contribuir ainda
mais para a formacao do produto (FERREIRA, 2015).

A proposta mecanistica para a formagdo da isoxazol-5(4H)-ona 3,4
dissubstituida é apresentada abaixo (Esquema 18).
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Esquema 18. Proposta mecanistica para a formacéo 4-benzilideno-3-metilisoxazol-5(4H)—ona empregando a PEI.LI.

O 0] O O OoOH O +
o Ll I . [ oo {9 9
HNOH.HCI 2225 HaNOH &~ N~ N ™ > o~ L » o |
2 -wr - N ¥ o
———————————————————————————————————————————— 1 H OH 83 H 84 HON\H 85

G20 96 95 94 93
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Inicialmente ocorre a adi¢cdo nucleofilica da hidroxilamina (34) a carbonila do
acetoacetato de etila (41) para a formacdo do alcoxido (83) que através do
prototropismo € estabilizado (84). Em seguida com a protonacdo do oxigénio, a
agua é eliminada.

Posteriormente € formado o intermediario oxima (87). Este intermediario
apresenta um hidrogénio acido em sua estrutura que é abstraido pela PEI.LI,
formando o ion enolato (88) que € estabilizado por ressonancia. A seguir ocorre o
ataque do ion enolato (88) a carbonila do benzaldeido (42), gerando um novo
intermediario (89).

O oxigénio do intermediario formado (90) é entdo protonado (91) pelo ion
hidrénio seguida da eliminacdo da agua, ao mesmo tempo em que € abstraido o
hidrogénio alfa da molécula e com a migracdo dos elétrons é formada a ligacéo
dupla do intermediério (92).

Na etapa seguinte a carbonila do éster € protonada (93) e se torna mais
suscetivel ao ataque nucleofilico do oxigénio e entdo ocorre a ciclizacdo formando o
intermediario (94) que através do prototropismo libera o etanol no meio, a PEI.LI
entdo abstrai o proton da carbonila formando o 4-benzilideno-3-metilisoxazol-5(4H) —
ona (36).

Assim pode ser verificado que o0s sitios basicos apresentados pela PEI.LI
favoreceu a formacdo do produto. A catalise basica via RMC para obtencdo de
derivados de isoxazdlicos é descrita na literatura, tal como piridina, DABCO, entre
outros catalisadores aminados (MIRZAZADEH, MAHDAVINIA, 2012;
SETAMDIDEH, 2016), e no caso do uso da PEILI permitiu essa rota uma
alternativa interessante a ser explorada por ser uma enzima sintética suportada em
liquido i6nico.

O emprego de diferentes liquidos ibnicos em reacdes catalisadas por enzimas
proporciona vantagens quando comparada ao uso de solventes e catalisadores
tradicionais, ja que possibilita maior estereosseletividade e estabilidade quimica do
produto final (KOELLER; WONG, 2001).

Apoés a escolha do melhor catalisador, foi entdo avaliado o solvente que
melhor favoreceria a formacéo do produto (Tabela 2).
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Tabela 2. Rendimento dos derivados ISX 1 em funcéo do solvente.

Entrada Solvente Rendimento (%)
1 H,O 45
2 THF -
3 EtOH 28
4 CH3CN 5
5 Tolueno -
6 - ~1

*1mmol de acetoacetato de etila, Immol de benzaldeido, 1mmol de NH,OH.HCI, 50mg de PEI.LI,
4AmL de solvente, 70 minutos, 80°C.

A reacdo foi testada na auséncia de solvente, e também na presenca de
solventes com diferentes polaridades. Na reacdo em estudo, a agua demonstrou-se
como sendo o melhor solvente no meio reacional com rendimento de 45% (entrada
1) quando comparado aos demais solventes.

Os resultados sao satisfatorios, pois a &gua é bem descrita na literatura como
solvente para a obtencéo de derivados de isoxazol-5(4H)ona 3,4-dissubstituida visto
gue € um solvente protico polar, seguro e ndo téxico, obedecendo os principios da
guimica verde (KIYANI; GHORBANI, 2013).

A &4gua é um solvente universal e ambientalmente correto tém sido
empregada em diversas classes de reacoes, estudos direcionados a sua funcédo no
meio reacional reportam que além de acelerar as reacdes quimicas, a agua pode
atuar solvatando ions no meio reacional e aumentar a seletividade na formacdo dos
produtos (LI, CHEN, 2006).

Estabelecido o melhor solvente, foi entdo verificado a quantidade ideal de

catalisador para a sintese do produto final (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimento do ISX 1 em func&o da quantidade de catalisador.
Entrada Quantidade de catalisador (mg) Rendimento (%)

1 50 45
2 100 35
3 150 27
4 200 31
*1mmol de acetoacetato de etila, Immol de benzaldeido, Immol de NH,OH.HCI, 4mL de agua,
70min, 80°C.

Analisando o rendimento em fungdo da quantidade de catalisador € possivel
verificar que o maior rendimento corresponde ao uso de 50 mg de catalisador

(entrada 1) . Quantidades acima de 50 mg provocou a diminui¢do do rendimento.
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A diminuicdo do rendimento com o aumento da quantidade do catalisador
pode ter ocorrido devido a formacgéo de agregados supramoleculares propiciada pela
por¢cdo imidazolica do liquido ibnico. A agregacdo do catalisador diminui a
concentracdo de espécie ativa no meio reacional tornando inviavel a formacdo do
produto e com isso acarretando a diminuicdo do rendimento (RAMOS et al., 2013).

A otimizagdo da reacao referente a temperatura foi realizada variando a
temperatura de 40°C a 110°C (Tabela 4).

Tabela 4. Rendimento do ISX 1 em funcéo temperatura.

Entrada Temperatura (°C) Rendimento (%)
1 40 1
2 60 7
3 80 45
4 90 41
5 100 41
6 110 14
*1mmol de acetoacetato de etila, LImmol de benzaldeido, 1Immol de NH,OH.HCI, 50mg de PEI; 4mL
de agua.

Tendo em vista que o aumento da temperatura para 80°C favoreceu a
formacdo do produto quando comparado a 40°C (1%) e 60°C (7%). Pode ser
verificado também que para temperaturas acima de 80°C (45%) houve queda no
rendimento, sendo causado possivelmente pela degradacdo dos componentes no
meio reacional.

Apoés a avaliacdo da temperatura, foi entdo avaliado o melhor tempo reacional

para a formacdo do produto (Tabela 5).

Tabela 5. Rendimento do ISX 1 em func¢do do tempo.

Entrada Tempo(h) Rendimento (%)
1 0.5 15
2 1 41
3 1.10 45
4 6 46
5 12 37
6 24 15

*1mmol de acetoacetato de etila, 1mmol de benzaldeido, 1mmol de NH,OH.HCI, 50mg de PEI; 4mL
de agua, 80°C

Analisando o rendimento em fungédo do tempo pode-se verificar que néo foi
necessario longo tempo reacional para o aumento do rendimento, sendo que

70minutos forneceu 45%, sendo esta uma vantagem empregada nessa RMC.
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O tempo estabelecido de 70 minutos € descrito na literatura como um tempo

curto e ideal para a formacao de derivados isoxazois em elevados rendimentos, de
acordo com o substrato empregado (KIYANI; JABBARI; MOSALLANEZHAD, 2014).

Posteriormente a variagcdo da concentracdo dos reagentes foi entdo realizada

(Tabela 6).

Tabela 6. Rendimento do ISX 1 em fungéo da quantidade dos reagentes.

Entrada  Acetoacetato de etila Benzaldeido NH>,OH.HCI Rendimento

(mmol) (mmol) (mmol) (%)
1 1 1 1 45
2 2 1 1 65
3 3 1 1 41
4 1 2 1 40
5 1 3 1 29
6 1 1 2 31
I 1 1 3 23

*1mmol de acetoacetato de etila, LImmol de benzaldeido, Immol de NH,OH.HCI, 50mg de PEI; 70

min, 4mL de agua, 80°C.

Nessa etapa foi fixado um reagente e variado a quantidade de outro, dessa

forma foi feito a variacdo da quantidade de acetoacetato de etila, benzaldeido e

cloridrato de hidroxilamina. As quantidades utilizadas foram de 1, 2 e 3 mmol. A

figura 14 abaixo mostra os rendimentos em fungédo da quantidade de reagente.

Figura 14. Grafico do rendimento de ISX 1 em funcdo da quantidade dos reagentes.
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Ao analisar o rendimento em funcéo da variacdo da quantidade de reagentes,
verifica-se que o excesso de 2 mmol do acetoacetato de etila (entrada 2) foi
necessario quando comparado aos demais excessos, ja que houve um acréscimo de
20% no rendimento quando comparado a reacdo sem adicdo de excesso.

Apés otimizar as condi¢cdes reacionais, foi entdo realizada a variagdo dos
aldeidos (Tabela 7).

Tabela 7. Relagéo de derivados isoxazoélicos em fun¢éo da variacao dos aldeidos.

Cédigo Produto Rendimento (%) P.F(°C)
ISX1 N>j/\© 65 142- 143
o\ o
ISX 2 N>j/\©\ 85 178-179
o Ng OCHs
ISX 3 36 198- 199

N/
\
@)

HO
7
N\
\O
ISX 4 I 86 224-226
\O \\o OH
OCHs
ISX 5 W OCHs 88 203
o \\o OH

OCHg3

ISX 6 45 128- 129

N
\

O

%
\\O CHs
ISX 7 N T 75 237- 239
O \\O
OH

*2mmol de acetoacetato de etila, 1mmol de benzaldeido, 1Immol de NH,OH.HCI, 50mg de
PEI; 4mL de agua, 80°C, 70minutos.
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Continuacéo da tabela 7.

ISX 8 s 73 205- 206
\O \\o ,‘\I/CHg
CHs
ISX 9 I~ Q 98 227- 229
N >
0N\, o
CH30
ISX 10 m 94 219- 221
N
\\\\O OCH3
HO
=
ISX 11 N 34 186- 187
o\ NN
’ L
ISX 12 I 47 137 -138
\
O \\\\o Cl

*2mmol de acetoacetato de etila, 1mmol de benzaldeido, 1Immol de NH,OH.HCI, 50mg de PEI; 4mL
de &gua, 80°C, 70minutos.

Foram sintetizados doze derivados isoxazélicos a partir da variacdo de
diferentes aldeidos aromaticos, proporcionado rendimentos de 34 até 98%.

Analisando os resultados obtidos para os derivados isoxazélicos sintetizados
pode-se verificar uma tendéncia, para os derivados provenientes de aldeidos
aromaticos substituidos por grupos doadores de elétrons tal como o derivado ISX 2
gue apresenta o grupo metoxilo (OCHgz), o rendimento foi maior (85%) quando
comparado ao derivados formados por grupos retirador de elétrons tal como o
derivado ISX 12 (47%) que apresenta o anion cloreto em sua estrutura.

Foi realizado o reciclo do catalisador PEI.LI com o derivado ISX 2 (Figura 15).
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Figura 15. Grafico dos resultados do reciclo do catalisador PEI.LI.
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Os resultados do reciclo do catalisador mostraram que a PEILLI pode ser
reciclada e reutilizada em até 17 ciclos sem que fosse observada a perca da
atividade catalitica, tornando esse catalisador uma interessante ferramenta a ser

empregada na sintese organica de novos compostos dentro dos principios da
guimica verde.

5.2. Resultados do ensaio para a determinacédo da CMIl e CMB

O ensaio para a determinacdo da CMI foi realizado para oito derivados
isoxazolicos contra a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Escherichia
coli (ATCC 25312).

Os resultados referentes ao ensaio para verificacdo da atividade
antimicrobiana dos derivados contra a linhagem de S. aureus sdo mostrados na
tabela 8 abaixo.
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Tabela 8. Valores de CMI e CMB dos derivados isoxazolicos contra a bactéria

S.aureus.

PRODUTO CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)
ISX 1 2000 > 2000
ISX 2 250 > 2000
ISX 3 250 > 2000
ISX 4 250 > 2000
ISX 5 2000 > 2000
ISX 6 2000 > 2000
ISX 7 1000 > 2000
ISX 12 2000 > 2000

A analise quanto ao potencial antimicrobiano do compostos foi feita conforme
disposto por Holetz e colaboradores (2002). Assim sendo para compostos que
apresentam CMI até 100 pug/mL, a atividade antimicrobiana é boa, para valores de
CMI entre 100 até 500 pg/mL, considera-se com atividade antimicrobiana moderada,
para valores entre 500 até 1000 pg/mL a atividade antimicrobiana é fraca, e para
valores acima de 1000 pg/mL considera-se como sendo incapazes de inibir o
crescimento bacteriano.

Conforme observado, os derivados ISX 1, ISX 5, ISX 6 e ISX 12
apresentaram a concentracdo minima capaz de inibir o crescimento da bactéria foi
de 2000 pg/mL, assim esses compostos ndo apresentam potencial antibacteriano.

E para os compostos ISX 2, ISX 3 e ISX 4, apresentaram valores de CMI de
250 pg/mL com atividade antibacteriana moderada.

Ja para o composto ISX 7, foi observada CMI de 1000 pg/mL, sendo esse um
valor correspondente a atividade antimicrobiana fraca.

Assim 0os compostos ISX 2, ISX 3, ISX 4 e ISX 7, apresentam atividade
bacteriostatica.

Quando realizado o CMB (Figura 16), foi verificado que para todos o0s
compostos o CMB foi maior que 2000 pg/mL, n&o apresentaram atividade

bactericida.
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Figura 16. Resultado para o derivado ISX 7 com CMB>2000 pg/mL contra a S.

aureus.

crescimento
bacteriano

Fonte: Arquivo pessoal.

Foi também realizado o ensaio para determinacdo da CMI frente & bactéria
Escherichia coli (ATCC 25312). Os resultados para a determinacao da CMI frente a
bactéria E. coli sdo mostrados na tabela 9 .

Tabela 9. CMI e CMB dos derivados isoxazdlicos frente a bactéria E. coli.

PRODUTO CMI (ug/mL) CMB (ug/mL)
ISX 1 2000 > 2000
ISX 2 250 1000
ISX 3 1000 > 2000
ISX 4 >2000 > 2000
ISX 5 2000 >2000
ISX 6 >2000 >2000
ISX 7 1000 >2000

ISX 12 2000 >2000

Quando realizado o CMI dos derivados isoxazolicos frente a E. coli, verificou-
se que o derivado ISX 2 apresentou atividade antibacteriana moderada com CMI de
250 pg/mL e os derivados ISX 3 e o ISX 7 apresentaram CMI de 1000 pg/mL
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referente a atividade antibacteriana fraca, sendo assim compostos bacteriostaticos.
Para os derivados ISX 1, ISX 4, ISX 5, ISX 6 e ISX 12 que apresentaram
CMI> 1000 pg/mL sado compostos inativos contra ao microrganismo.
O composto ISX 2 também apresentou atividade bactericida com CMB de
1000 pg/mL (Figura 17 ), pois nessa concentracdo observou-se a inibicdo total do
crescimento bacteriano. Os demais derivados isoxazdlicos apresentaram CMB >

2000 pg/mL sendo assim inativos contra a bactéria E.coli.

Figura 17. Inibicéo total do crescimento bacteriano provocado por ISX 2 contra
E.coli na concentracdo de 1000 ug/mL

Fonte. Arquivo pessoal.
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5.3 Caracterizagdo dos compostos sintetizados.

5.3.1 Caracterizacédo da 4-benzilideno-3-metilisoxazol-5 (4H)-ona (ISX 1)

Sdlido de coloracdo amarela; rendimento: 65%; PF: 142- 143 (PF lit.): 141- 142
(KIYANI et al., 2013), Rf 0,5 (hexano: acetato de etila 1:1).

Analisando o espectro na regidao do infravermelho (Figura 18) é possivel
verificar algumas de absorcdo em 3062 cm™ (v C-H) referente ao carbono com
hibridizacdo sp? e em 2970 cm™ ao carbono com hibridizacdo sp®. A banda de
absorcdo em 1729 cm™ é referente & carbonila de estér (1C=0) associada a banda
de C-O em 1116 cm™ e em 1626cm™, tem-se a banda de absorcéo vC=C de alceno.
Em 1579, 1589 e 1448 cm™ as bandas de v C=C(ArH) e também a banda em
1357cm™ referente ao estiramento de vC-N.

Figura 18. Espectro IV do composto ISX 1.
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Analisando o espectro de RMN 'H (Figura 19) verifica-se que na regido dos
hidrogénios de anel aromatico tem-se o sinal em 8,37 ppm referente aos H12 e H8
(d, J=7.6 Hz ; 2H); em 7,61 ppm (m, 1H) do H10 e sinais dos hidrogénios H11 e H9
em 7,53 ppm (m, 2H). Em 7,45 ppm encontra-se o hidrogénio olefinico (H6) como
simpleto. Ja o sinal em 2,32 ppm corresponde aos hidrogénios do grupo metila (H13)
estando em uma regido mais desblindada devido a alta densidade eletrbnica do

grupo.

Figura 19. Espectro de RMN *H do composto ISX 1.
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Analisando o espectro de RMN *C (Figura 20), é possivel verificar que
apresenta sinais caracteristicos do nuacleo isoxazolico, em 6¢ 167,8 ppm (C5); 161,1
ppm (C3) e em 149,9 ppm (C6).

Sinais dos carbonos do anel aromatico foram observados em &¢ 134,0 ppm
(C10); 133,8 ppm (C8 e C12); 132,3 ppm (C7) e 129,0 ppm (C11 e C9).

Observa-se também o sinal de carbono olefinico em 8¢ 119,7ppm (C4) e o
metilico em &¢ 11,63 ppm (C13).
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Figura 20. Espectro de RMN ** C do composto ISX 1.
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5.3.2. Caracterizagdo da 4- (4-metoxibenzilideno) -3-metilisoxazol-5 (4H) —ona
(ISX 2)

Sdlido de coloracdo amarela, rendimento: 89%; PF: 178- 179 (P.F lit): 174 -175°C
(KIYANI et al., 2014), Rf 0,33 (hexano/acetato de etila 1:1).

IV (KBr, o= cm™) : 3030 cm™ v Csp®H; 2970 cm™ v Csp>H ; 1728 cm™ v
C=0(éster); 1595 cm™ vC=C(alceno); 1558, 1507,1432 cm™ vC=C(ArH); 1315 cm™
vC-N; 1269 cm™ vC-O (Figura 21; pagina 80).
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RMN *H (500 MHz, DMSO-dg; 8=ppm) 2.27 (s, 3H, H13); 3.90 (s, 3H, H14); 7.15 (d,
2H; J°= 9 Hz; H9, H11); 7.86ppm (s, H6); 8.52 (d, 2H; J3= 9 Hz; H8, H12) (Figura
22; pagina 81).

RMN C (125 MHz, DMSO-dg ; §=ppm) 11.2 (C13); 55.7 (C14); 114.6 (C8, C12);
115.2 (C4); 125.7 (C7); 136.8 (C9, C11); 151.1 (C6); 162.1 (C3); 164.2 (C10); 168.5
(C5) (Figura 23; pagina 82).

5.3.3 Caracterizacdo da 4- (2-hidroxibenzilideno) -3-metilisoxazol-5 (4H) —ona
(ISX 3)

Solido de coloracdo amarela, rendimento: 36% ; PF: 198-199 (P.F lit): 198-200°C
(POURMOUSAVI,et al., 2018), Rf 0,33 (hexano/acetato de etila 1:1).

IV (KBr, b= cm™) : 3188 cm™ v OH; 2858 cm™ v Csp*-H ; 1752 cm™ v C=0(éster);
1598 cm™ vC=C (alceno); 1577, 1459 cm™ vC=C (ArH); 1350 cm™ vC-N; 1262 cm™
0C-O (Figura 24 ;pagina 83).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; d=ppm) 2,26 (s, 3H, H13); 6,93 (m, H9); 7,01 (m,
H11); 7,49 (m, H10); 8,09 (s, H6); 8,73 (d,2H, J*= 6,41 Hz, H8); 10,98 (s, H14)
(Figura 25; pagina 84).

RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds ; 8=ppm) 11,6 (C13); 116,6 (C10); 116,9 (C7); 119,5

(C11); 119,9 (C9); 132,2 (C4); 137,1 (C8); 145,4 (C6); 160,1 (C12), 162,6 (C3),
168,7 (C5) (Figura 26 ; pagina 85).
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5.3.4. Caracterizacdo da 4- (4-Hidroxi-3- metoxi-benzilideno) -3-metilisoxazol-5
(4H) —ona (ISX 4)

Solido de coloracdo amarela, rendimento: 86% ; PF: 224- 226 °C (P.F lit): 215-
216°C (VEKARIYA; PATEL, 2017), Rf 0,16 (hexano/acetato de etila 1:1).

IV (KBr, b=cm™) : 3185 cm™ v OH; 3001 cm™ v Csp?-H; 2926 cm™ v Csp®-H ; 1735
cm™ v C=0O(éster); 1565 cm™ vC=C (alceno); 1514,1456 cm™ vC=C(ArH); 1315 cm™
vC-N; 1284 cm™ vC-O( Figura 27: pagina 86).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; 8= ppm) 2,25 (s, 3H, H13); 3,86 (s, 3H, H14); 6, 97
(d, 3= 8,3 Hz; H11); 7,79 (s, H6); 7,91 (d, J°= 8,3 Hz; H12); 8,52 (s,H8); 10,76 (s,
H15) (Figura 28; pagina 87).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-dg): 8= 11,0 (C13); 55,3 (C14); 113,5 (C8); 115,6 (C11);
116,5 (C4); 124,9 (C12); 131,3 (C7); 147,2 (C9); 151,6 (C10); 153,6 (C7); 162,0
(C3); 168,7 (C5) (Figura 29; pagina 88).

5.3.5. Caracterizacao da 4- (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzilideno) -3-metilisoxazol-
5 (4H)-ona (ISX 5)

Solido de coloracdo vermelha, rendimento: 88%; PF: 203; (P.F lit): 199-201,
(VEKARIYA et al., 2016); Rf 0,20 (hexano/acetato de etila 1:1).
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IV (KBr, b= cm™) : 3148 cm™ v OH; 3095 cm™ v Csp?-H; 2955 cm™ v Csp®-H ; 1721
cm™ v C=0 (éster); 1565 cm™ vC=C (alceno); 1565, 1506, 1463cm™ vC=C(ArH);
1351 cm™ vC-N; 1299 cm™ vC-0O (Figura 30; pagina 89 ).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; 8= ppm) 2,25 (s, 3H, H13); 3,85 (s, 6H, H14; H14a);
7,80 (s, H6); 8,07 (s, H12, H8); 10,18 (s, H15) (Figura: 31; pagina: 90).

RMN C (125 MHz, DMSO-dg): 8= 11,2 (C13); 56,0 (C14, Cl4a); 112,6 (C12, C8);
123,6 (C4); 113,9 (C7); 143,2 (C10); 147,5 (C11, C9); 152,1 (C6); 162,2 (C3); 169,0
(C5) (Figura 32; pagina 91).

5.3.6. Caracterizacao da 3-metil-4- (4-metilbenzilideno) isoxazol-5(4H)-ona (ISX
6)

Solido de coloragcdo amarela, rendimento: 45%; PF:128- 129 (P.F lit): 130°C
(KHANDEBHARAD et al., 2014), Rf 0,4 (hexano/acetato de etila 1:1).

IV (KBr, o= cm™) : 3045 cm™ v Csp®H; 2970 cm™ v Csp®H ; 1728 cm™ v
C=0O(éster); 1633 cm™ vC=C(alceno); 1595, 1456, 1507 cm™ vC=C(ArH); 1352 cm™
vC-N; 1114 cm™ vC-O (Figura 33; pagina 92)

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; 8=ppm) 2,28 (s, 3H, H13); 2,42 (s, 3H, H14); 7,40
(d, 2H, J*= 8,24 Hz, H9; H11); 7,90 (s, H6), 8,35 (d, 2H, J°= 8,24 Hz; H12, H8),
(Figura 34; pagina 93)

RMN 3C (125 MHz, DMSO-dg ; 8=ppm) 11,7 (C13); 22,0 (C14); 118,1 (C4); 130,0

(C11, C9); 130,5 (C7) ;134.4 (C8, C12); 145.6 (C10); 152,0 (C6); 162.6 (C3); 168.5
(C5) (Figura 35; pagina 94).
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5.3.7 Caracterizacao da 4-(3-hidroxibenzilideno)-3-metilisoxazol-5 (4H)-ona (ISX
7)

Solido de coloragdo amarela, rendimento: 75% ; PF: 237-239 (P.F lit): 203- 204°C
(KHANDEBHARAD et al., 2014), Rf 0,33 (hexano/acetato de etila 1:1).

IV (KBr, b= cm™) : 3207 cm™ v OH; 3082 cm™ v Csp?-H; 2978 cm™ v Csp*-H ; 1742
cm™ v C=0(éster); 1618 cm™ vC=C (alceno); 1565, 1476 cm™ vC=C (ArH); 1322 cm’
1 bC-N; 1292 cm™ vC-O (Figura 36 ;pagina 95).

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg; 8=ppm) 2,29 (s, 3H, H13); 7,07 (d, J°= 8,2Hz, H8);
7.39 (m, H10); 7,79 (s, H12); 7,86 (s, H6); 7,94 (m, H8); 9,92 (m, 1H) (Figura 37,
pagina 96).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-dg ; 5=ppm) 11,7 (C13); 119,0 (C8); 119,9 (C4); 121,8
(C10); 125,7 (C12); 130,3 (C11); 134,0 (C7); 152,4 (C6); 157,8 (C9), 162,7 (C3),
168,2 (C5) (Figura 38 ; pagina 97).

5.3.8. Caracterizacdo da 4- (4- (dimetilamino) benzilideno) -3-metilisoxazol-5
(4H) —ona (ISX 8)

o - 10 [|\|/ Clz't_:!ls

CHs
14

Solido de coloragéao vermelha, rendimento: 73 %; PF: 205- 206 (P.F lit): 198 °C
(KHANDEBHARAD et al., 2014), Rf: 0,3.
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IV (KBr, o= cm™) : 3074 cm™ v Csp*H; 2978 cm™ v Csp®H ; 1721 cm™ v C=0
(éster); 1611 cm™ vC=C (alceno); 1521,1477, 1425 cm™ vC=C (ArH); 1262 cm™ vC-
N; 1211 cm™ vC-O (Figura 39; pagina 98).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; 6=ppm): 2,21 (s, 3H, H13); 3,14 (s, 6H, H14); 6,86
(d, 2H; J°= 8,3 Hz; H11, H9); 7,61 (s, H6); 8,46 (d, 2H; J°= 8,3Hz; H12, H8) (Figura
40; pagina 99).

RMN C (125 MHz, DMSO-ds ; 8=ppm) 11,7 (C13, C14); 109,5 (C11, C9); 112, 1
(C12, C8); 121,4 (C4); 138,0 (C7); 150,9 (C10); 154,8 (C6); 162,5 (C3); 170,3 (CH)
(Figura 41 ; pagina 100).

5.3.9. Caracterizacao da 4- (benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno) -3-metilisoxazol-
5 (4H) —ona (ISX 9)

Solido de coloragdo amarela, rendimento: 98%; PF: 227- 229°C (P.F lit): 108 °C
(BHADURI et al.,1990) ; Rf 0,46 (hexano/acetato de etila 1:1).

IV (KBr, o= cm™) : 3082 cm™ v Csp>H; 2918 cm™ v Csp®H ; 1735 cm™ v C=0
(éster); 1611 cm™ vC=C (alceno); 1587,1441,1499 cm™ vC=C(ArH); 1285cm™ vC-N;
1101 cm™ vC-O (Figura 42; pagina 101).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; 8=ppm): 2,26 (s, 3H, H13); 6,22 (s, 2H, H14); 7,17 (d,
J®= 9,1 Hz, H9); 7,84 (s, HB); 7,91 (d, J°= 8,2 Hz; H8): 8,39 (s, J°= 8,2 Hz, H12).
(Figura 43; pagina 102).

RMN C (125 MHz, DMSO-dg ; 8=ppm) : 11,2 (C13); 102,6 (C14); 108,9 (C9);

111,3 (C12); 115,6(C4); 127,3 (C7); 133,3 (C8); 147,8 (C10); 151,3 (C11); 152,8
(C6); 162,2 (C3); 168,5 (C5) ( Figura 44 ;pagina 103).
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5.3.10. Caracterizacéo da 4- (2,4-dimetoxifenilmetilideno) -3-metilisoxazol-5 (4H)
—ona (ISX 10)

l4a

Solido de coloracdo amarela, rendimento: 94%; PF: 219- 221°C (P.F lit): 258°C
(WENTRUP, WIEDENSTRITT, WINTER, 2015); Rf 0,36 (hexano/acetato de etila
1:1).

IV (KBr, v=cm™) : 3000cm™ v Csp?-H; 2948cm™ v Csp*-H ; 1750 cm™ v C=0(éster);
1596 cm™ vC=C(alceno); 1566- 1464cm™ vC=C(ArH); 1315 cm™ vC-N; 1284 cm™
0C-O (Figura 45 ; pagina 104).

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg; 8=ppm): 2,30 (s, 3H, H13); 3,94 (s, 3H, H14a); 3,95
(s, 3H, H14); 6,45 (d, 1H, J°= 2,4 Hz, H9); 6,67 (s, H11); 7,99 (s, H6); 9,25 (d, J3=
8,85 Hz, H8) (Figura 46; pagina 105).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-dg ; 8=ppm) : 11,6 (C13); 33,5 (C11); 55,9 (C14a); 55,8
(C14); 97,8 (C9); 106,0 (C7); 114,7 (C4); 115,3(C8); 136,2 (C12); 143,0 (C6); 162,2
(C10); 167,0 (C3); 169,3 (C5) ( Figura 47 ;pagina 106).

5.3.11. Caracterizacdo da 4- (4- (dietilamino)-2-hidroxibenzilideno)-3-
metilisoxazol-5(4H)-ona (ISX 11)

Solido de coloragao vermelha, rendimento: 34%; PF: 186- 187 °C ; (P.F lit): 146- 147
°C (POURMOUSAVI,et al., 2018), Rf: 0,2.
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IV (KBr, b= cm™) : 3407 cm™ vOH; 3078 cm™ v Csp?-H; 2975 cm™ v Csp®-H ; 1723
cm™ v C=0 (éster); 1628 cm™ vC=C (alceno); 1532,1423, 1350 cm™ vC=C (ArH);
1254 cm™ vC-N; 1218 cm™ vC-O (Figura 48; pagina 107).

RMN *H (500 MHz, DMSO-ds; 8=ppm): 1,16 (t, 6H, H15); 2,16 (s, 3H, H13); 3,46 (q,
4H, H14, H14a); 6,19 (s, H11); 6,46 (d, H9); 7,83(s, H6); 9,13 (d, 1H, J*= 9,46 Hz;
H8);10,80 (s, H16) (Figura 49; pagina 108).

RMN *C (125 MHz, DMSO-dg ; 8=ppm) 11,7 (C15, C15a); 13,1 (C13); 44,9 (C14,
Cl4a); 95,99 (C11); 105, 7 (C9); 106,2 (C7); 111,32 (C4); 135,8 (C8); 142,3 (C6);
155,6 (C10); 162,5 (C12); 163,4 (C3); 170,9 (C5) (Figura 50 ; pagina 109).

5.3.12. Caracterizacdo da 4- (4-clorobenzilideno) -3-metilisoxazol-5 (4H) —ona
(ISX 12)

Solido de coloracdo amarela, rendimento: 47%; PF: 178- 179 (P.F lit): 174 -175°C
(KIYANI et al., 2014), Rf 0,53.

IV (KBr, v=cm™) : 3081cm™ v Csp?-H; 2963cm™ v Csp>-H ; 1735 cm™ v C=0(éster);
1624 cm™ vC=C(alceno); 1589, 1500, 1574cm™ vC=C(ArH); 1345 cm™ vC-N; 1136
cm™ vC-0,785 cm™ v C-Cl (Figura 51 ; pagina 110).

RMN *H (500 MHz, DMSO-dg; 8=ppm): 2,31 (s, 3H, H13); 7,37 (s, H6); 7,49 (d, 2H;
J®= 7,6 Hz; H9, H11); 8,33 (d, 2H, J%= 7,6 Hz; H12, H8) (Figura 52; pagina 111).

RMN *3C (125 MHz, DMSO-d¢ ; 5=ppm) : 11,6 (C13); 120,1(C4); 129,4 (C9, C11),

130,7 (C7); 134,9 (C12, C8); 140,49 (C10); 148,0 (C6); 160,9 (C3); 167,8 (C5)
(Figura 53 ; pagina 112).
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6. CONCLUSAO

A metodologia empregada para a sintese de derivados de isoxazol-5(4H)—ona
3,4 dissubstituidas apresentou-se como uma estratégia interessante, pois propiciou
a obtencao de diferentes compostos com diversidade estrutural.

O uso do liquido ibnico PELLI como promotor reacional favoreceu o
rendimento de 34 até 98%.

O carater basico apresentado pelo catalisador combinado ao efeito liquido
ibnico favoreceu a formacgdo do produto ndo necessitando de condi¢cfes drasticas,
ja que foi observado a formacao do produto em 70 minutos e a reacdo ocorreu na
presenca de agua como solvente dispensando o uso de solventes téxicos.

A sintese dos derivados isoxazélicos via RMC se tornou ainda mais atraente,
pois além apresentarem caracteristicas exclusivas das RMCs como elevada
seletividade e convergéncia, o emprego do liquido idnico como catalisador no meio
reacional permitiu a essa reacdo multicomponente um carater sustentavel, visto que
foi realizado o reciclo do catalisador por 17 ciclos, tornando esse catalisador
economicamente favoravel e ecologicamente correto obedecendo aos principios da
quimica verde.

O ensaio biologico para a determinacdo da CMI e do CMB permitiu verificar
gue dentre os derivados sintetizados, alguns apresentaram atividade bacteriostatica
pois inibiram o crescimento das bactérias, e um dos compostos apresentou atividade
bactericida.

Como perspectivas futuras para essa pesquisa tem-se a caracterizagdo dos
demais derivados sintetizados assim como a purificacdo dos compostos. A
realizacdo de outros ensaios bioldgicos, tal como a avaliacdo da atividade
antitumoral dos compostos sintetizados entre outros ensaios de forma a identificar

possiveis atividades farmacoldgicas.
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8. ANEXOS

Figura 2111. Espectro de IV do composto ISX 2 (KBr).
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Figura 22. Espectro de RMN *H do composto ISX 2 (DMSO - ds, 500 MHz).
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Figura 23. Espectro de RMN *C do composto ISX 2 (DMSO - ds, 125 MHz).
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Figura 24. Espectro de 1V do composto ISX 3 (KBr).
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Figura 25. Espectro de RMN *H do composto ISX 3 (DMSO - ds, 500MHz).
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Figura 26. Espectro de RMN **C do composto ISX 3 (DMSO - ds 125MHz).
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Figura 27. Espectro de IV do composto ISX 4 (KBr).
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Figura 28. Espectro de RMN *H do composto ISX 4 (DMSO - ds, 500 MHz).
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Figura 29. Espectro de RMN **C do composto ISX 4 (DMSO - dg, 125 MHZz).
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Figura 30. Espectro de IV do composto ISX 5 (KBr).
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Figura 31. Espectro de RMN *H do composto ISX 5 (DMSO - dg, 500 MHz).
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Figura 32. Espectro de RMN **C do composto ISX 5 (DMSO - dg, 125 MHZz).
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Figura 33. Espectro de IV do composto ISX 6 (KBr).
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Figura 34. Espectro de RMN *H do composto ISX 6 (DMSO - ds, 500 MHz).
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Figura 35. Espectro de RMN **C do composto ISX 6 (DMSO - dg, 125 MHZz).
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Figura 36. Espectro de IV do composto ISX 7 (KBr).
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Figura 37. Espectro de RMN *H do composto ISX 7 (DMSO - ds, 500 MHz).
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Figura 38. Espectro de RMN *C do composto ISX 7 (DMSO - dg. 125MHz).
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Figura 39. Espectro de IV do composto ISX 8 (KBr).
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Figura 40. Espectro de RMN *H do composto ISX 8 (DMSO - ds, 500 MHz).

—3.33
—3.14

11 lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllIlllllllllIlllllllllIlllll

o
) ~
x % 63 o
N~ D © © )
<Y [ N o
0 \ | Q
l o
JL_JL , X
1.93 1.00 2.04 6.10 2.99
[ H [ (N H
llllllllllllllIlllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllIllllllllllllllllllllll
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

99



1.0

0.9

Normalized Intensity
o o o o
(63} ()] ~ oo

©
»~

o
w

0.2

0.1

Figura 41. Espectro de RMN **C do composto ISX 8 (DMSO - dg, 125 MHZz).
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Figura 42. Espectro de IV do composto ISX 9 (KBr)
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Figura 43. Espectro de RMN *H do composto ISX 9 (DMSO - ds, 500 MHz).
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Figura 44. Espectro de RMN **C do composto ISX 9 (DMSO - dg, 125 MHZz).
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Figura 45. Espectro de IV do composto ISX10 (KBr)
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Figura 46. Espectro de RMN *H do composto ISX 10 (CDCls, 500MHz)
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Figura 47. Espectro de RMN **C do composto ISX 10 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 48. Espectro de IV do composto ISX 11(KBr).
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Figura 49. Espectro de RMN *H do composto ISX 11 (DMSO - ds, 500 MHz).
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Figura 50. Espectro de RMN ** C do composto ISX 11 (DMSO - dg, 125 MHZz).
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Figura 52. Espectro de RMN *H do composto ISX 12 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 53. Espectro de RMN **C do composto ISX 12 (CDCls- dg, 125 MHz).
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