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RESUMO

A procura por novos agentes com acgdo antimicrobiana estd se intensificando nos ultimos
anos, principalmente devido ao crescente aparecimento de linhagens de micro-organismos
patogénicos resistentes aos farmacos disponiveis. Substancias naturais, como o eugenol,
presente nos 6leos essenciais de vérias plantas, e alguns compostos heterociclicos, como 0s
derivados benzoxazélicos, sdo conhecidos por apresentarem diversas propriedades bioldgicas,
incluindo acdo antimicrobiana. Buscando a obteng@o de novos produtos ativos contra micro-
organismos, em especial fungos, empregou-se a estratégia de hibridizacdo molecular para
preparar moléculas mistas contendo residuos estruturais de eugenol e de nicleo
benzoxazdlico. As oito substancias finais propostas foram obtidas com sucesso a partir da
ciclo-oxidacdo de iminas ou ciclo-condensacdo de amidas, ambas derivadas de 0-aminofendis
originados do eugenol ou de seu analogo, diidroeugenol. O meétodo baseado na ciclo-
condensacdo de amidas mostrou-se mais simples e eficiente. Os produtos tiveram sua
identidade confirmada por meio de espectroscopia no infravermelho e de ressonancia
magnética nuclear. Esses produtos foram avaliados como antimicrobianos contra espécies
patogénicas ou oportunistas de Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis e
C. tropicalis) e contra bactérias Gram positiva (Staphylococcus aureus) e Gram negativa
(Escherichia coli). Nenhum derivado benzoxazdlico apresentou atividade antibacteriana até
100 pg.mL™. Por outro lado, quatro benzoxazois, 9c, 9d, 10a e 10b, apresentaram acao contra
pelo menos uma espécie de Candida. O produto 10a foi 0 mais ativo contra C. albicans e C.
krusei (Clsp = 321 uM) e o benzoxazol 10b exibiu maior poténcia contra C. glabrata (Clsg =
332 uM). As quatro substancias ativas apresentaram valores de Clso melhores que os descritos
para o eugenol, o qual foi ativo apenas contra C. krusei (Clsp = 610 uM). Além desse perfil
antifangico, destaca-se que esses benzoxazois foram menos citotoxicos que o eugenol frente
as células sanguineas mononucleares humanas. Mesmo esses benzoxazois ndo tendo poténcia
superior ao farmaco de referéncia empregado no ensaio biologico (fluconazol, Clsp = 1,6 a
104,3 uM), representam moléculas inéditas passiveis de alteracdo estrutural para otimizacao

de atividade.

Palavras-chave: Antimicrobianos. Eugenol. Benzoxazois. Hibridizacdo Molecular.



ABSTRACT

The search for new agents with antimicrobial activity is intensifying in recent years, mainly
due to the increasing appearance of pathogenic micro-organisms strains resistant to available
drugs. Natural substances such as eugenol, present in the essential oils of many plants, and
some heterocyclic compounds such as benzoxazoles are known for their various biological
properties, including antimicrobial activity. In order to obtain new active compounds against
microorganisms, especially fungi, we applied the molecular hybridization strategy to prepare
mixed molecules containing structural eugenol and benzoxazole cores. The final eight
substances proposed have been successfully obtained from the oxidative cyclization of imines
or cyclo-condensation of amides, both derived from o-aminophenols originated from eugenol
or its analogue, diidroeugenol. The benzoxazoles obtained by amide intermediates was
simpler and efficient. The products had their identities confirmed by infrared spectroscopy
and nuclear magnetic resonance. These products were evaluated as antimicrobial agents
against pathogenic or opportunistic species of Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata,
C. parapsilosis and C. tropicalis) and against Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus)
and gram negative (Escherichia coli). None of the benzoxazoles showed antibacterial activity
up to 100 pg.mL™. Moreover, four benzoxazoles, 9c, 9d, 10a and 10b, presented activity
against at least one species of Candida sp. The product 10a was the most active against
C. albicans and C. krusei (ICsp = 321 uM) and benzoxazole 10b exhibited higher potency
against C. glabrata (ICsp = 332 uM). These four active substances showed better 1Cs, values
than those for eugenol, which was only active against C. krusei (ICso = 610 uM). In addition
to this antifungal profile, it is noteworthy that these benzoxazoles were less cytotoxic than
eugenol in human blood mononuclear cells assay. Although these derivatives have not shown
greater potencies than that of the reference drug used in the test (fluconazole, 1Csy = 1.6 to
104.3 uM), they represent novel chemical entities capable of structural change for activity

optimization.

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

O uso de espécies vegetais como estratégia terapéutica é praticado pela maioria da
populacdo dos paises em desenvolvimento. Além disso, muitos medicamentos utilizados na
medicina sdo provenientes de plantas, enquanto que outros farmacos sdo obtidos por
semissintese a partir de produtos vegetais ou por sintese baseada em moléculas vegetais
precursoras. As plantas e 0s seus extratos tém sido utilizados durante muitos séculos no
tratamento de diversas enfermidades, mas s6 nas Ultimas décadas os cientistas comecaram a
determinar se os recursos de origem vegetal tradicionais sdo realmente eficazes e 0 modo de
acdo daqueles que tiveram suas propriedades farmacoldgicas comprovadas (ANTHONY:;
FYFE; SMITH, 2005; FARAGO et al., 2004; PEREIRA, 2011).

O metabolismo secundario dessas plantas produz substancias de baixo peso molecular
conhecidas por apresentarem propriedades terapéuticas e, por isso, sdo fontes promissoras de
novos farmacos. Nos vegetais, estas substancias podem servir como mecanismo de defesa
contra predadores e parasitas, como 0S micro-organismos, insetos e herbivoros, algumas
conferem odor e outras sdo responsaveis pelo pigmento ou sabor da planta (PEREIRA, 2011).

Esses metabolitos sdo encontrados em éleos essenciais, 0s quais sdo formados por
substancias aromaticas volateis, relacionadas a fungdes necessarias a sobrevivéncia vegetal, e
sdo sintetizados em resposta a invasao microbiana e ao ataque de insetos e herbivoros. Podem
ser extraidos de frutos, folhas, caule ou raizes, por trituracdo ou por destilacdo, e 0s seus
componentes ativos podem ser isolados e caracterizados por cromatografia (ALMEIDA et al.,
2012; LIMA et al., 2006; PEREIRA, 2011; ZORE et al., 2011).

Muitas atividades bioldgicas sdo atribuidas aos 6leos essenciais e seus derivados. Suas
aplicacBes como conservantes em alimentos ou antissépticos e desinfetantes sdo amplamente
estudadas, pois exibem propriedades antibacterianas, antifungicas, antivirais, antiparasitarias,
inseticidas, além de outras, como anticancerigenas (ALMEIDA et al., 2012; PEREIRA, 2011,
ZORE et al., 2011).

Vaérias plantas cultivadas no Brasil apresentam atividades bioldgicas conhecidas e
produzem Oleos essenciais que sdo muito estudados quanto suas propriedades
antimicrobianas, sendo alvos de estudo na busca por novos farmacos capazes de inibir o

crescimento de micro-organismos patogénicos.
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1.1 EUGENOL

O cravo-da-india, como é conhecido popularmente a espécie Syzygium aromaticum
(também chamada de Eugenia caryophyllata), é originario da india, mas é cultivado em
Varios paises tropicais, inclusive no Brasil. O cravo-da-india é utilizado em culinaria, devido
ao seu marcante aroma e sabor, no processamento de alimentos e na producdo de cosméticos
(COSTA et al., 2011; DANIEL et al., 2009; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012).

O 06leo essencial extraido do cravo-da-india é um liquido amarelado obtido de botGes
florais secos por destilacdo a vapor e tem sido utilizado em odontologia como antisséptico e
analgésico. E ativo contra bactérias associadas a cérie e a doenca periodontal, além de eficaz
contra muitas outras bactérias e fungos. Os principais componentes desse 0leo sdo o eugenol
(1), o acetato de eugenol e o B-cariofileno. O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) (FIGURA 1) é 0
constituinte majoritario desse 6leo e também dos dleos essenciais de Ocimum sanctum,
Ocimum gratissium, Ocimum tenuiflorum, Cassia fistula, Zieria smitii e Pimenta racemosa. E
um fenilpropandide do tipo alilfenol e seu aspecto é de um 0leo amarelo claro com um odor
caracteristico de cravo e um sabor picante. E uma substancia extremamente versatil,
incorporada como ingrediente funcional em numerosos produtos, tendo aplicacdo nas
industrias farmacéutica, alimenticia, agricola e cosmética (COSTA et al., 2011; DANIEL et
al., 2009; KAMATOU; VERMAAK; VILJOEN, 2012; KAUFMAN, 2015).

Figura 1 — Estrutura quimica do eugenol (1)

OCH,
OH

Fonte: Do autor

O eugenol foi isolado pela primeira vez em 1929 e sua producdo comercial teve inicio
nos Estados Unidos em 1940. Pode ser produzido sinteticamente, no entanto é
predominantemente extraido a partir de o6leos essenciais (KAMATOU; VERMAAK;
VILJOEN, 2012; ZENGIN, 2011).

Vérias atividades bioldgicas do eugenol foram relatadas, incluindo atividades
antifangica (AHMAD et al.,, 2010a; AHMAD et al.,, 2010b; AHMAD et al., 2010c),
antibacteriana (DEVI et al.,, 2010; DI PASQUA et al., 2006; OYEDEMI et al., 2009),
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antiparasitaria (ANTHONY; FYFE; SMITH, 2005; MACHADO et al., 2011; UEDA-
NAKAMURA et al, 2011), analgésicas (GUENETTE et al., 2006), anti-inflamatdrias
(DANIEL et al., 2009), anticarcinogénica (MANIKANDAN et al., 2010) e antioxidante
(OLIVEIRA et al., 2007), além de outras, como agdo contra fitopatdgenos (AMARAL;
BARA, 2005; LIMA et al., 2006; VENTUROSO; BACCHI; GAVASSONI, 2011), inibicdo
da producdo de aflatoxina B1 (LIMA et al.,, 2006; OLIVEIRA et al., 2007) e atividade
antiviral (BENENCIA; COURRGES, 2000; TRAGOOLPUA; JATISATIENR, 2007).

O mecanismo de acdo antimicrobiana do eugenol ainda ndo é exatamente conhecido.
Varios estudos tém sido conduzidos com objetivo de esclarecé-lo, porém alguns resultados
sdo contraditérios. Braga e colaboradores (2007) concluiram no seu trabalho que, em C.
albicans, o eugenol afeta a regulacdo e funcdo de enzimas importantes ligadas a membrana
que catalisam a sintese de polissacarideos da parede celular, perturbando o crescimento das
celulas e a morfogénese do envelope.

Ja Ahmad e colaboradores (2010a, 2010b), concluiram que o eugenol tem modo de
acao similar ao fluconazol, inibindo a biossintese do ergosterol. Observaram também que
enquanto o fluconazol exibe acdo fungistatica, o eugenol exerce atividade fungicida contra
varias especies de Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C.
glabrata), inclusive contra isolados resistentes ao fluconazol. Além disso, verificaram que o
eugenol é significativamente menos citotoxico do que os antifungicos disponiveis para uso
clinico. Em outro estudo, sugeriram que o eugenol também pode exercer sua acdo antifungica
através da inibicio de bombas de efluxo (H*ATPase) da membrana celular fingica, levando a
acidificacdo intracelular e morte celular (AHMAD, 2010c) .

Zore e colaboradores (2011) afirmaram que o eugenol paralisa células de C. albicans
em diferentes fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M), além de desestabilizar a membrana,
levando a morte celular. Verificaram ainda que existe sinergismo entre eugenol e fluconazol e
que provavelmente ocorre um aumento da entrada de fluconazol na célula devido a alteracao
na fluidez da membrana causada pelo eugenol.

Em estudo mais recente, realizado por Darvishi et al. (2013), os autores descreveram
que a acdo antifungica do eugenol ndo estd diretamente relacionada ao rompimento da
membrana, como sugerido anteriormente. Relataram que o eugenol interfere com
transportadores de aminoacidos aromaticos e com permeases na membrana citoplasmatica das
células de levedura, o que pode alterar a sua permeabilidade ou causar alteracfes

conformacionais, e esses fatores levariam ao rompimento celular.
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O eugenol também é ativo contra biofilmes pré-formados e age impedindo a formacao
de novos biofilmes de C. albicans, sugerindo sua eficicia contra 0s mecanismos adaptativos
de resisténcia exibida por biofilmes dessa espécie contra anfotericina B e fluconazol
(SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2012).

J& em relacdo a atividade antibacteriana, estudos conduzidos por Gill e colaboradores
(2006a) relataram que o eugenol € capaz de inibir a atividade de ATPases ligadas as
membrana de Escherichia coli e Listeria monocytogenes, as quais estdo envolvida na geracao
de ATP e na regulacdo do pH celular. Foi observado ainda que, apesar de a inibicdo de
ATPases causar reducdo da taxa de crescimento dos micro-organismos em concentragoes
subletais, prejudicando a sobrevivéncia da célula, o mecanismo principal de acdo do eugenol é
a ruptura da membrana citoplasmatica (GILL; HOLLEY, 2006b). Essa ruptura foi confirmada
também por outros autores como principal mecanismo de acdo antibacteriana do eugenol
contra Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes, Proteus vulgaris, Escherichia coli
(OYEDEMI, 2009) e Salmonella typhi (DEVI, 2010).

Em vista de ser um protétipo interessante para derivatizacfes, varios derivados de
eugenol tém sido sintetizados e testados quanto suas propriedades bioldgicas. Estudos
demonstraram que alguns desses derivados apresentam propriedades antioxidantes
(HIDALGO et al.,, 2009), inibidora de lipoxigenases (SADEGHIAN et al.,, 2011),
antibacterianas (ZHANG et al., 2011; ZENGIN, 2011) e antifingicas (CARRASCO et al.,
2012; ZHANG et al., 2011).

Em um estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2011), foi sintetizado um a-
glicopiranosideo do eugenol, por meio de reacdo biocatalisada entre o eugenol e maltose.
Foram avaliadas as atividades antibacterianas, antifungicas, antioxidantes e antitumorais dessa
nova substancia e concluiu-se que a glicosilacdo potencializou tais propriedades nesse
derivado em relacdo ao eugenol.

Carrasco e colaboradores (2012) também sintetizaram varios derivados do eugenol e
avaliaram a influencia de substituintes sobre a atividade antifangica dessas substancias contra
varias espécies patogénicas. Os autores concluiram que a cadeia alilica desempenha um papel
importante na acdo antifingica dessas substancias e sua alteracdo causa diminuicdo ou perda
total da atividade. Ao contrario, verificaram que a presenca da hidroxila fendlica ndo é
essencial para tal atividade. Também demonstraram que ha um decréscimo na acao
antifingica quando o grupo metoxila é trocado por outros grupos. Avaliaram ainda, a
influéncia da presenca de grupos nitro em diferentes posi¢cdes. Concluiram que quando esse

grupo € inserido orto a hidroxila, percebe-se maior atividade antifingica que quando outras
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posicdes livres sdo substituidas. Por fim, observaram que di-nitracdo do anel leva a uma
diminuicdo na atividade antifingica. Nesse trabalho, ndo houve uma correlacéo clara entre
concentragdo inibitoria minima e lipofilicidade para qualquer tipo de fungo avaliado.

Entretanto, em trabalho recente de nosso grupo, foi avaliada a atividade antifingica de
seis derivados B-piranosidicos do eugenol contra espécies de Candida. Observou-se que o
derivado contendo um grupo 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D-glicopiranosideo apresentou atividade
contra todas as espécies testadas, com acdo 3,5 vezes maior que aquela demonstrada pelo
fluconazol. Também verificaram que um epimero dessa substancia (contendo um grupo
2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosideo) e seu andlogo desacetilado foram menos
ativos, sugerindo uma influéncia da lipofilicidade e da estereoquimica na acdo dessas
substancias (SOUZA et al., 2014).

Souza e colaboradores (2015a, 2015b) relataram ainda glicosideos triazlicos com
atividades contra Salmonella typhimurium (49.73 e 68.53 uM) e Micrococcus luteus (42.89 e
210.94 uM) e um glicosideo benzilidénico ativo contra C. glabrata, com Cls de 18,1 uM.

Em outro trabalho (ABRAO et al., 2015), foram sintetizadas N-bases de Mannich do
eugenol para avaliacdo como candidatos a antifungicos e um dos derivados, um éster
benzoico, mostrou atividade com Clsg de 1,23 uM contra C. glabrata e 0,63 uM contra C.
albicans e C. krusei.

Como observado, varios estudos confirmam as propriedades antimicrobianas do
eugenol e de seus derivados. Assim, essa substancia pode ser utilizada como ponto de partida
na sintese de novos candidatos a protdtipos de farmacos com potencial acdo contra micro-

organismos patogeénicos.

1.2 BENZOXAZOIS E SEUS DERIVADOS

Os compostos heterociclicos, assim como 0s componentes dos 0Oleos essenciais
produzidos pelas plantas, desempenham um papel essencial nos sistemas vivos e sdo de
grande importancia biolégica e industrial.

Os benzoxazois sdo compostos heterociclicos utilizados como um material de partida
para a sintese de substancias bioativas, pois contém sitios reativos que permitem
funcionalizacGes diversas, tendo aplicacdo versatil no campo de produtos farmacéuticos.

Esses heterociclos séo formados por uma unidade fundamental advinda da fusdo entre um
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anel benzénico e um anel oxazoélico, anel de cinco membros contendo um atomo de nitrogénio

e um atomo de oxigénio (FIGURA 2).

Figura 2 — Estrutura geral do nlcleo benzoxazolico
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)
N

Os benzoxazois podem ser sintetizados de diversas maneiras, sendo muito frequente a

Fonte: Do autor

utilizacdo de o-aminofendis como materiais de partida. Assim, derivados benzoxazolicos
podem ser obtidos diretamente por meio da condensacdo entre o-aminofendis e &cidos
carboxilicos, por meio de aquecimento de ambos na presenca de diferentes agentes
desidratantes, como acido polifosforico (HEIN; ALHEIM; LEAVITT, 1957; ERTAN, 2009),
éster polifosfato (KANAOKA; HAMADA; YONEMITSU, 1970; HEGEDUS, 1982), ou
4cido borico (TERASHIMA; ISHII; KANAOKA, 1982) (FIGURA 3, etapa a).

Compostos contendo nucleo benzoxazdlico também podem ser obtidos por meio de
ciclizagdo oxidativa de bases de Schiff — iminas que contém pelo menos um anel aromatico
(STEPHENS, 1949; YOSHIFUJI; NAGASE; INAMOTO, 1982), que por sua vez podem ser
obtidas da reacdo entre um o-aminofenol e aldeido (LAYER, 1962; PATIL; ADIMURTHY,
2013) (FIGURA 3, etapasbe b’).

Além de reagir com aldeidos (OSMAN; BASSIOUNI, 1962; SHIRAISHI;
HAYAKAWA; SHIGEMOTO, 1983; MOGHADDAM, 2006), os o-aminofendis podem
reagir cloretos de acila (HOLAN; EVANS; LINTON, 1977), anidridos de &cido
(THEILACKER, 1939; TRUJILLO-FERRARA, 2004) ou alcodis primarios (KONDO, 1991)
para formar substancias que apresentem um anel benzoxazolico. Tais reacdes também podem
ser realizadas sob irradiacdo de micro-ondas (BOUGRIN; LOUPY; SOUFIAQUI, 1998;
POTTORF, 2003), ou ainda podem ocorrer de forma direta ou necessitar de uma etapa
adicional para obtencdo dos benzoxazois.

Os benzoxazois podem também ser obtidos através da ciclizacdo de amidas (FIGURA
3, etapa c’), previamente obtidas da reagdo entre 0-aminofenol e cloreto de acila (SENER et
al., 2000) (FIGURA 3, etapa c) por varios metodos, incluindo reacdo na presenca de acido
polifosforico (ZIEGLER; KAPPE; KOLLENZ, 1968) ou acido p-toluenossulfonico (APTS)
(DELUCA; KERWIN, 1997) sob aquecimento.
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Figura 3 — Métodos de obtencdo de benzoxazois a partir de 0-aminofenois
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Fonte: Do autor.

Novos métodos para obtencdo de benzoxazois vém sido desenvolvidos e apresentam
como um dos principais objetivos criar uma metodologia sustentavel, com a utilizagdo de
solventes ndo nocivos ao ambiente. Podemos citar a obtencdo de benzoxazois utilizando o-
aminofenodis e aldeido em PEG400 sob aquecimento a 80-85°C. Além do uso de condicGes
brandas de reacdo, € uma metodologia de facil execucdo e apresenta rendimentos bons a
excelente (KHUNT, 2014).

Outro método pouco agressivo ao ambiente foi descrito por Kumar e colaboradores
(2013) e utiliza cloretos de acila e 0-aminofendis na presenca de uma quantidade catalitica de
bissulfato de sodio suportado em silica sem solvente, por 12 h a 100°C. O procedimento €
descrito como sendo simples e os produtos foram obtidos em bons rendimentos.

Derivados de benzoxazois tém sido estudados, através de diferentes abordagens
sintéticas, devido as potenciais atividades biologicas apresentadas por essas substancias. Entre
as atividades terapéuticas atribuidas ao nucleo benzoxazoélico estdo as atividades antifingicas
e antibacterianas (ERTAN et al., 2009; KAPLANCIKLI et al., 2004; KIM et al., 2010;
KUROYANAGI et al., 2010; RAMALINGAN et al., 2004; YILDIZ-OREN et al., 2004),
anti-inflamatorias (SRIKANYH et al., 2010), anticancerigenas (JAUHARI et al., 2008) e
inseticidas (SAMOTA; JHAJHARIA; SETH, 2009).

Tendo como foco o potencial antifingico e antibacteriano dos benzoxazois, diversos
pesquisadores relataram seus achados, em especial as atividades contra espécies de Candida.
Na Figura 4, estdo apresentadas as estruturas gerais de alguns desses produtos potencialmente

ativos.
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Figura 4 — Exemplos de benzoxazois com atividade antimicrobiana
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Notas: a: YILDIZ-OREM et al., 2004; b: RAMALINGAN et al., 2004; c: JAUHARI et
al., 2008; d: SAMOTA,; JHAJHARIA; SETH, 2009; e: ERTAN et al., 2009; f:
SHENG et al., 2010; g: PODUNAVAC-KUZMANOVICA et al., 2012; h:
SHRIVASTAVA, 2012; i: VODELA, 2013.

A atividade antifungica de derivados benzoxazolicos multissubstituidos (FIGURA 4,
estrutura a) foi descrita por Yildiz-Oren e colaboradores (2004). Eles verificaram que a
presenca de grupos retiradores de elétrons no nucleo heterociclico, como cloro e nitro,
aumenta a atividade contra Candida albicans.

Sabe-se que o nucleo piperidinico apresenta propriedades biologicas interessantes,
assim como o nucleo benzoxazdlico. Por esse motivo, derivados benzoxazoliletoxipiperidonas
(FIGURA 4, estrutura b) foram sintetizados por Ramalingan e colaboradores (2004) e suas
atividades antibacterianas e fungicidas foram avaliadas. Observaram que as substancias que
continham atomos de cloro ou grupo metoxila apresentaram maior atividade antimicrobiana.

Ao avaliar alguns derivados benzoxazolicos 2-substituidos (FIGURA 4, estrutura c),
Jauhari e colaboradores (2008) observaram que, de uma forma geral, atomos de cloro e grupo
metoxila na posicdo 4 do anel aromatico aumentam a atividade antifungica. Também
concluiram que a introducédo de fldor ao invés do cloro na posicdo 5 do anel benzoxazélico

melhora a atividade antifangica contra Aspergillus niger e Aspergillus flavus.
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Num estudo conduzido por Samota, Jhajharia e Seth (2009), foram avaliadas as
atividades inseticidas e antifungicas de organofosfatos derivados de benzoxazois 2-
substituidos (FIGURA 4, estrutura d). Observaram um aumento em ambas as atividades e tal
fato pode ser atribuido a maior lipofilicidade dessas substancias em comparagdo a seus
precursores.

Ertan e seus colaboradores (2009) sintetizaram derivados benzoxazdlicos com
substituintes fenila ou benzila (FIGURA 4, estrutura e) e avaliaram as atividades
antibacterianas e antifungicas dessas substancias. Eles concluiram ndo haver diferencas
significativas nas atividades entre os derivados quanto a conterem fenila ou benzila. Foi
observado, ainda, que a presenca de um atomo de halogénio nos derivados 2-fenil-
benzoxazolicos potencializa a atividade contra bacterias e fungos. Provavelmente essas
substancias penetram nas celulas microbianas de maneira mais eficiente.

Sheng e colaboradores (2010) sintetizaram uma série de derivados benzoxazdlicos e
indolicos como andlogos isostéricos de benzo-heterociclos inibidores de N-
miristoiltransferase (NMT) (FIGURA 4, estrutura f). Os testes de atividade antifingica
indicaram que os derivados benzoxazdlicos sdo muito mais potentes que os derivados
indolicos. Para os derivados benzoxazolicos, as substituicdes no anel fenila foram importantes
para a atividade antifungica. Em geral, um grupo nitro na posicao 3 do anel fenila diminuiu a
atividade antifungica, enquanto atomos de fluor adicionados a esse anel aumentaram a
atividade, na maioria dos casos proporcionalmente ao nimero de atomos de fluor inseridos.

Podunavac-Kuzmanovi¢a e colaboradores (2012) analisaram a relacdo entre
lipofilicidade e atividade antifungica de dezenove derivados benzoxazolicos (FIGURA 4,
estrutura g) contra Candida albicans e concluiram que as substancias com elevado log P séo
mais ativos, 0 que pode estar relacionado a ligacdo entre o farmaco e o receptor, pois a
polaridade é um fator essencial nessa interagéo.

Shrivastava (2012) sintetizou derivados benzoxazolicos a partir da oxidacdo de bases
de Schiff (FIGURA 4, estrutura h). O derivado que possuia uma metila exibiu melhor
atividade contra E. coli; a substancia que continha um atomo de cloro teve a acdo mais
pronunciada contra as bactérias Gram positivas Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa;
ja o derivado que apresenta um grupo metoxila mostrou atividade moderada contra P.
aeruginosa. Por outro lado, as substancias contendo bromo e flior foram menos ativos contra
as bactérias testadas.

Vodela (2013) preparou uma série de benzoxazois (FIGURA 4, estrutura i) e 0s

avaliou contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus, Streptococcus faecalis,



25

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeuroginosa, Proteus mirabilis,
Salmonella typhi e contra fungos das espécies Candida albicans e Aspergillus fumigatus.
Todas as substancias apresentaram atividade, porém aquelas que continham como substituinte
um grupo 4-nitrofenila foram mais ativas, exibindo uma atividade antimicrobiana muito
proxima as observadas pelo fluconazol e pela amicacina, utilizados como substancias de
referéncia nos testes antifungicos e antibacterianos, respectivamente. Os derivados contendo
grupo fenila ou 4-clorofenila também exibiram boa atividade contra os micro-organismos
testados.

Frente ao exposto, pode-se perceber que os derivados benzoxazélicos sao heterociclos
importantes na pesquisa e sintese de novos farmacos, especialmente na busca por novas

substancias com acédo antifungica.

1.3 HIBRIDIZACAO MOLECULAR

A hibridacdo molecular consiste no desenvolvimento racional de novas substancias
bioativas a partir da unido de duas ou mais subunidades estruturais (moléculas ou grupos
farmacoforicos) que apresentam atividades bioldgicas conhecidas. Essa forma de modificacao
molecular pode ser do tipo farmaco-farmaco, que se baseia na unido de agentes
farmacoldgicos distintos, ou do tipo farmacoforica, que parte da juncdo de grupos farmaco-
foricos diferentes. A hibridizacdo molecular tem como objetivo a obtencdo de substancias que
exibam melhores atividades farmacologicas, menor toxicidade e menos efeitos colaterais.
(ARAUJO, 2015; KAR, 2007; LAZAR, 2004; VIEGAS-JUNIOR et al, 2007).

As moléculas originais podem apresentar as mesmas ac¢des biologicas, porém agindo
em alvos distintos, fornecendo um hibrido com acdo sinérgica; também podem exibir
atividades diferentes, resultando em uma molécula com dupla acéo sobre determina patologia;
pode-se ainda unir moléculas onde uma delas apresenta atividade bioldgica e a outra atua
sobre determinado efeito adverso causado pela primeira, obtendo-se um hibrido chamado de
modulador (ARAUJO, 2015).

Como exemplos de moléculas potencialmente bioativas, obtidas por meio da estratégia
de hibridizacdo molecular, pode-se citar o agente antibacteriano estreptoniazida, resultante da
unido entre uma molécula de estreptomicina e uma molécula de isoniazida; o éster

acetilsalicilico da quinina, substancia com acdo analgésica e antipirética, obtida da unido entre
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uma molécula de &cido acetilsalicilico e quinina (KAR, 2007); o farmaco benorilato, de acéo
anti-inflamatoria, analgésica e antipirética, obtido mediante reagdo entre o paracetamol e
cloreto do &cido acetilsalicilico; e ainda o acetaminossalol, hibrido proveniente da reagdo
entre paracetamol e do 4cido salicilico, com acio analgésica e antipirética (ARAUJO, 2015).
As estruturas dos produtos citados séo exibidas na Figura 5.

Figura 5 — Estruturas de algumas substancias hibridas com propriedades
farmacéuticas

HoN
D=NH
HN
HO OH acido acetilsalicilico
HO NH ~NH O—C-CHg
(O o) O
HO CHs Il N
fe) C-0O
OH
HO o & H
N = ‘N N
1
HO  NH HN X =
HsC N
3 o)
estreptomicina isoniazida quinina
Estreptoniazida Ester acetilsalicilico da quinina

N
H

o__O
o 00 0
P o Pe oH
N b
e}
paracetamol  acido acetilsalicilico paracetamol  acido salicilico

Benorilato Acetaminossalol
Fonte: Do autor

Vérios estudos recentes também abordaram a sintese e avaliacdo da atividade
antimicrobiana de substancias hibridas obtidas pela unido de duas subunidades
biologicamente ativas. Em todos eles, pelo menos parte dos produtos sintetizados
apresentaram acdes mais potentes quando comparados as substancias de partida (ADDLA et
al., 2012; JARDOSH; PATEL, 2013; MISHRA et al., 2014).

Devido ao numero cada vez menor de novos farmacos antimicrobianos aprovados e ao
crescente surgimento de micro-organismos resistentes aos farmacos atualmente disponiveis, a

hibridizacdo molecular é uma ferramenta importante para sintese de novas substancias
bioativas, inclusive antifingicas.
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Sendo assim, essa estratégia pode ser usada para obtencdo de moléculas hibridas de
eugenol e outras substancias que apresentem propriedades biolégicas semelhantes a ele, como
os derivados benzoxazolicos, a fim de se obter produtos com acdo mais potente que seus

precursores para uso no combate de infeccGes microbianas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho foi obter derivados benzoxazolicos do eugenol
potencialmente antimicrobianos.
Os objetivos especificos foram:
a) Sintetizar as séries de hibridos 9 e 10 (FIGURA 6), que contenham cadeias laterais
alilica ou propilica, bem como substituintes aromaticos de propriedades eletrénicas

diferentes, a fim de se avaliar sua influéncia nas atividades antimicrobianas;

Figura 6 — Estruturas gerais dos derivados benzoxazolicos propostos

OCH, OCH,

(@) (0]
gerseos e
N N
Série 9 Série 10

Fonte: Do autor.

b) Caracterizar os produtos finais obtidos por determinacdo de suas faixas de fusao e
por espectroscopias no infravermelho (IV) e de ressonancia magnética nuclear
(RMN);

c) Avaliar a atividade antifungica dos produtos benzoxazdlicos frente a espécies
patogénicas ou oportunistas de Candida (C. albicans, C. krusei, C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis);

d) Awvaliar a atividade antibacteriana dos produtos benzoxazdlicos frente a espécie
Gram positiva Staphylococcus aureus e Gram negativa Escherichia coli;

e) Avaliar a citotoxicidade dos produtos frente a células sanguineas monucleares

humanas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

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

3.1 PROCEDIMENTOS GERAIS

As faixas de ponto de fusdo foram determinadas em aparelho Buchi modelo 535.

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 nimero de onda (b max, cm™). As anélises no IV foram realizadas no Nicleo de Controle
de Qualidade ou no Laboratério de Analise Quimica de Farmacos, ambos da UNIFAL-MG.

As analises de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *3C foram realizadas no
Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da UNIFAL-MG e obtidas em espectrometro
Bruker AC-300, empregando como padrdo interno o tetrametilsilano. O solvente utilizado nas
analises de RMN foi o cloroformio deuterado (CDCls). Os valores de deslocamento quimico

(6) foram descritos em ppm.

3.2 METODOS DE SINTESE

As substancias propostas foram sintetizadas no Laboratorio de Pesquisa em Quimica
Farmacéutica (LQFar) da UNIFAL-MG. As etapas sintéticas foram executadas segundo
técnicas classicas de quimica organica ou por adaptacdo das mesmas.

A evolucdo das reacdes foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
(CCD), utilizando placas de silica gel em suporte de aluminio com detector de fluorescéncia
(Macherey-Nagel, DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra Sil G/ UV.ss). As purificacdes por
cromatografia em coluna de silica (CCS) foram realizadas com silica gel 60, 70-230 mesh

(Sorbline). Os eluentes empregados estdo descritos em cada procedimento.
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3.2.1 Obtencéo do 4-alil-2-metoxi-6-nitrofenol (3) e do 2-metoxi-4-propil-6-nitrofenol (4)

O procedimento geral realizado para a reagdo de nitragdo (ZOLFIGOL; GHAEMI;
MADRAKIAN, 2001) est ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Reacdo de nitracdo do eugenol (1) e do diidroeugenol (2)

OCHj . OCHj
OH NaNO3 KHSO,4, SiO,/H,0 (1:1, p/p) OH
CH2C|2, t.a.
R R N02
1o0u?2 3ou4d

Fonte: Do autor.
Notas: 1 e 3: R = CH,-CH=CH,; 2 e 4: R = CH,-CH,-CHs.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados, em 50 mL de
diclorometano, eugenol (1) ou diidroeugenol (2) e quantidades equimolares de nitrato de
sodio e bissulfato de potassio, além de silica gel previamente hidratada com agua destilada
(TABELA 1). Deixou-se a mistura sob agitacdo magnética vigorosa, a temperatura ambiente,
por 48 horas. O acompanhamento da reacdo foi realizado por CCD (cloroférmio/metanol,
9,5:0,5, v/v). Apoés o término da reacdo, a mistura reagente foi filtrada por gravidade em papel
de filtro e o filtrado seco com sulfato de sodio anidro. Separou-se o sal por filtracdo simples e
o filtrado foi concentrado em evaporador rotatério. O produto foi entdo purificado por CCS

(hexano/ acetato de etila, 9:1, v/v) ou por extracbes multiplas com hexano.

Tabela 1 — Quantidades dos reagentes utilizados para as rea¢des de nitracdo

Material de partida NaNO3 KHSO, SiO,/H,0

1 (5 mL; 32,53 mmol) 2,76 g (32,53 mmol) 4,43 g (32,53 mmol) 6,59/6,5mL

2 (5 mL; 31,26 mmol) 2,65 g (31,26 mmol) 4,26 g (31,26 mmol) 6,3 g/ 6,3 mL
Fonte: Do autor.

OCHj, 4-alil-2-metoxi-6-nitrofenol
2 7
| 3 ] OH Oleo amarelo [2,48 g (11,87 mmol, 36,5 %)]
4
7 6"NO, F.M.: CioHuuON  M.M.: 209 g.mol™

3 IV (® max, cm™Y): 3520 (O-H), 1515, 1440 (NO,), 1270 (C-O-C).
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RMN de *H (d; CDCl3; 300 MHz): 10,631 (s; 1H; O-H), 7,483 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5),
6,951 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H3), 5,949-5,859 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,143-5,072 (m; 2H;
CH,=CH-CHy), 3,917 (s; 3H; OCHs), 3,339 (d; 2H; J = 6,6 Hz; CH,=CH-CHy).

RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 149,77 (C6), 144,79 (C1), 135,87 (CH,=CH-CH,),
133,54 (C2), 131,17 (C4), 118,50 (C5), 117,08 (CH,=CH-CHy), 114,98 (C3), 56,61 (OCHs),
39,32 (CH,=CH-CH,).

OCHj 2-metoxi-6-nitro-4-propilfenol
3 % =~ Oleo amarelo escuro [4,10 g (18,96 mmol, 62 %)]
4 )
ZENO, F.M.: C1oHis0sN  M.M.: 211 g.mol™
4 IV (D max, cm™): 3250 (O-H), 1541, 1448 (NO,), 1260 (C-O-C).

RMN de 'H (d; CDCls; 300 MHz): 10,628 (s; 1H; O-H), 7,489 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5),
6,957 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H3), 3,932 (s; 3H; OCHj3), 2,559 (t; 2H; J = 7,2 Hz; CH3-CH»-CHy),
1,701-1,577 (m; 2H; CH3-CH,-CHy), 0,945 (t; 3H; J = 7,2 Hz; CH3-CH»-CHy).

RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 149,65 (C6), 144,52 (C1), 133,77 (C4), 133,56 (C2),
118,66 (C5), 114,79 (C3), 56,66 (OCHs), 37,32 (CHs3-CH,-CH,), 24,14 (CH3-CH,-CHy),
13,54 (CH3-CH,-CHy).

3.2.2 Obtencao do 4-alil-2-amino-6-metoxifenol, (5) e 2-amino-4-propil-6-metoxifenol (6)

O procedimento realizado para a reacdo de nitro-reducdo se baseou no trabalho

realizado por Bellamy (1984) e esté ilustrado na Figura 8.

Figura 8 — Reacdo de reducdo dos compostos 3 e 4.

OCHs OCHs

Etanol, 70°C
R NO, R NH,

3ou4d 50ub6

Fonte: Do autor.
Notas: 3 e 5: R =CH,-CH=CH,; 4 e 6: R = CH,-CH,-CHs.
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Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionadas as substancias 3 ou 4 (1
eq), cloreto de estanho Il di-hidratado (5 eq) e 100 mL de etanol (TABELA 2). A mistura
reagente foi aquecida a 70°C e agitada magneticamente até que, por CCD
(cloroférmio/metanol, 9,5:0,5, v/v), foi constatado o fim da reagdo (cerca de 3 horas). Entdo, a
mistura foi vertida em um béquer contendo agua e gelo e o pH da mistura foi ajustado com
solucdo aquosa de bicarbonato de sodio até aproximadamente 7. A mistura foi extraida com
10 porcbes de 20 mL de acetato de etila. Secou-se a fase orgéanica com sulfato de sdédio
anidro, separou-se o sal por filtracdo simples e eliminou-se o solvente em evaporador

rotatério, obtendo-se produto que foi empregado sem necessidade de purificagéo.

Tabela 2 - Quantidades dos reagentes utilizados para as rea¢fes de nitro-reducdo

Material de partida SnCl,.2H,0
3 (2,48 g; 11,87 mmol) 13,41 g (59,33 mmol)
4 (4,10 g; 19,43 mmol) 21,97 g (97,15 mmol)
Fonte: Do autor.
OCHj 4-alil-2-amino-6-metoxifenol
| 5 ; OH Solido amarelo claro [1,30 g (7,26 mmol, 61,3 %)]
4 .
P2 NH, F.M.: C1oH130;N M.M.: 179 g.mol*
5 IV (® max cm™): 3371, 3311 (NH,), 3074 (O-H), 1606, 1456

(C=C), 1512 (N-H), 1230 (C-O-C).
RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 6,249 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5), 6,194 (d; 1H; J = 1,8 Hz;
H3), 6,000-5,865 (m; 1H; CH,=CH-CHy), 5,106-5,016 (m; 2H; CH,=CH-CHj), 3,836 (s; 3H;
OCHj), 3,240 (d; 2H; J = 6,9 Hz; CH,=CH-CHy).
RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 146,62 (C6), 137,86 (CH,=CH-CH,), 133,82 (C2),
131,65 (C4), 131,23 (C1), 115,32 (CH,=CH-CH,), 109,48 (C5), 101,95 (C3), 55,94 (OCHs),
40,08 (CH,=CH-CHy).

OCHg 2-amino-6-metoxi-4-propilfenol
5 f OH Solido amarelo [1,60 g (8,84 mmol, 45,5 %)]
* Y 2 NH, F.M.: C1gH1s0;:N  M.M.: 181 g.mol™
6 IV (® max, cm™): 3370, 3307 (NH,), 3012 (O-H), 1513 (N-H),

1212 (C-0O-C);



33

RMN de *H (8; CDCls; 300 MHz): 6,238 (d; 1H; J = 1,8 Hz; H5); 6,193 (d; 1H; J = 1,8 Hz;
H3), 3,845 (s; 3H; OCHa), 2,445 (t; 2H; J = 7,2 Hz; CH3-CH,-CH,), 1,658-1,534 (m; 2H;
CH3-CH,-CHy), 0,934 (t; 3H; J = 7,5 Hz; CH3-CHy-CHy).

RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 146,46 (C6), 134,39 (C2), 133,74 (C4), 130,88 (C1),
109,31 (C5), 101,79 (C3), 55,92 (OCHs), 37,99 (CH3-CH,-CH,), 24,74 (CHs-CH,-CHy),
13,82 (CH3-CHa-CHy).

3.2.3 Preparacao das iminas (7a-d e 8a-d) - Método A

O primeiro método utilizado para obtencdo das iminas foi adaptado de Andrade
(2004), Benachenhou, Mesli e Guilard (2013) e Taguchi e Westheimer (1971). O

procedimento realizado esté ilustrado na Figura 9.

Figura 9 — Reacdo para obtencdo das iminas utilizando o método A

OCHjg OCHjy
OH aldeido, APTS, peneira molecular OH
CH,Cl, ta. -
50u6 7a-d R
8a-d

Fonte: Do autor.
Notas: Série 7: R = CH,-CH=CH,; Série 8: R = CH,-CH,-CHj3. 7a e 8a: R' = NO,; 7b e 8b:
R'=Cl; 7ce8c: R'=0CHg3; 7d e 8d: R'= H.

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados os produtos 5 ou 6 (1
eq), o aldeido respectivo (1,2 eq), 10 mL de diclorometano, acido p-toluenossulfonico (0,01
eq) e 1 g de peneira molecular 4 A (TABELA 3). A mistura foi mantida sob agitacio
magnética a temperatura ambiente por 3 dias. O acompanhamento da reacdo foi realizado por
CCD (hexano/acetato de etila, 7:3, v/v). Ap0s o término da reacdo, adicionou-se metanol a
mistura reagente em quantidade suficiente para solubilizacdo e, em seguida, a mistura foi
filtrada por gravidade em papel de filtro para separar a peneira molecular e o filtrado foi
concentrado em evaporador rotatério. O material bruto obtido foi utilizado na etapa seguinte

sem purificagéo.
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Tabela 3 — Quantidades dos reagentes utilizados para obtencdo de iminas pelo método A

Material de partida Aldeido APTS
(mg; mmol) (quantidade; mmol) (mg; mmol)
5 (100; 0,56) 4-nitrobenzaldeido (101,5 mg; 0,672) 1,3;0,00672
5 (100; 0,56) 4-clorobenzaldeido (94,1 mg; 0,672) 1,3;0,00672
5 (100; 0,56) 4-metoxibenzaldeido (82 uL; 0,672) 1,3;0,00672
5 (100; 0,56) benzaldeido (68 pL; 0,672) 1,3; 0,00672
6 (120; 0,66) 4-nitrobenzaldeido (119,6 mg; 0,792) 1,5; 0,00792
6 (120; 0,66) 4-clorobenzaldeido (111 mg; 0,792) 1,5; 0,00792
6 (120; 0,66) 4-metoxibenzaldeido (97 uL; 0,792) 1,5; 0,00792
6 (120; 0,66) benzaldeido (80 pL; 0,792) 1,5; 0,00792

Fonte: Do autor.

3.2.4 Preparacao das iminas (7a-d e 8a-d) - Método B

O segundo metodo utilizado para obtencdo das iminas foi adaptado de Liu (1999) e

Patil e Adimurthy (2013). O procedimento realizado esta ilustrado na Figura 10.

Figura 10 — Reagdo para obtencédo de iminas utilizando o método B

OCH, OCHj,
OoH  aldeido, HCI, MgSQO, anidro OH
etanol, 90°C -
R NH, R Né\@\
50ub 7a-d R
8a-d

Fonte: Do autor.
Notas: Série 7: R = CH,-CH=CH,; Série 8: R = CH,-CH,-CH3. 7a e 8a: R'=NO,; 7b e
8b: R'=Cl; 7ce 8c: R"'=0CHs; 7d e 8d: R' = H.
Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados o produto 5 ou 6 (1 eq),
0 aldeido (1 eq), 5 mL de etanol, 3 gotas de HCI e MgSO, anidro (5 eq) (TABELA 4). A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética em banho de glicerina a temperatura de 90°C,
deixando o etanol evaporar, por 24 horas. O acompanhamento da reacdo foi realizado por
CCD (hexano/acetato de etila, 7:3, v/v). Ao final da reagdo, adicionou-se NaHCO3; a mistura

reagente a fim de neutralizar o HCI utilizado como catalisador. Em seguida, a mistura foi
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solubilizada em diclorometano e filtrada em silica para retirada de substancias inorgénicas e
para reter impurezas mais polares. O filtrado foi concentrado em evaporador rotatério. O
produto bruto obtido foi utilizado na etapa seguinte sem purificagdo, exceto os produtos de
condensacdo do aminodiidroeugenol com o 4-nitrobenzaldeido e benzaldeido, os quais ja

foram obtidos como benzoxazois, conforme comentado na discussao.

Tabela 4 — Quantidades dos reagentes utilizados para obtencao de iminas pelo método B

Material de partida Aldeido MgSO, anidro
(mg; mmol) (quantidade; mmol) (mg; mmol)
5(200; 1,12) 4-nitrobenzaldeido (169 mg; 1,12) 674; 5,6
5(200; 1,12) 4-clorobenzaldeido (157 mg; 1,12) 674; 5,6
5(200; 1,12) 4-metoxibenzaldeido (136 uL; 1,12) 674;5,6
5 (115; 0,64) benzaldeido (65 pL; 0,64) 385; 3,2
6 (200; 1,10) 4-nitrobenzaldeido (166 mg; 1,10) 662; 5,5
6 (200; 1,10) 4-clorobenzaldeido (154 mg; 1,10) 662; 5,5
6 (200; 1,10) 4-metoxibenzaldeido (134 pL; 1,10) 662; 5,5
6 (200; 1,10) benzaldeido (112 uL; 1,10) 662; 5,5

Fonte: Do autor.

3.2.5 Obtencao dos benzoxazois (9a-d e 10a-d) por ciclo-oxidacéo das iminas

Num primeiro momento, os benzoxazois foram obtidos por meio da ciclo-oxidacéo

das iminas, baseando-se no método descrito por Yoshifuji, Nagase e Inamoto (1982). O

procedimento geral esta representado na Figura 11.

Figura 11 — Reacdo de obtencéo dos benzoxazois por ciclo-oxidagdo das iminas

OCHs OCH,
OH Agy0O o

AR o
7a-d R 9a-d
8a-d 10a-d

Fonte: Do autor.
Notas: Série 9: R = CH,-CH=CH,; Série 10: R = CH,-CH,-CHs. 9a e 10a: R' = NO,; 9b
e 10b: R'=CI; 9c e 10c: R'= OCHg3; 9d e 10d: R' = H.
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Em um baldo de 25 mL, foram adicionados a imina bruta, 15 mL de diclorometano e
Ag.0 (1,3 eq) (TABELA 5). A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente por 24 horas. O progresso da reacdo foi acompanhado por CCD (hexano/acetato de
etila, 8:2, v/v). A mistura reacional foi filtrada em uma coluna curta de silica gel e o solvente
do filtrado foi eliminado em rotavapor. Em caso de necessidade, o produto final foi isolado
por cromatografia em coluna (hexano/acetato de etila 9:1, v/v). Dados dos produtos
obtidos estdo mostrados na Tabela 8 (pagina 38).

Tabela 5 — Quantidades dos reagentes utilizados para obtengéo dos benzoxazois via iminas.

Material de partida*(mg; mmol) Ag,0 (mg; mmol)
7a(349;1,12) 338; 1,46
7b (338; 1,12) 338; 1,46
7c (333;1,12) 338; 1,46
7d (171; 0,64) 193; 0,83
8b (201; 0,66) 200; 0,86
8c (198; 0,66) 200; 0,86

Fonte: Do autor.
Notas: * Massa de imina considerando-se 100% de rendimento na reacao de sua obtenc&o.

3.2.6 Preparacdo das amidas (11a-d e 12a-d) a partir das substancias 5 e 6.

As amidas foram sintetizadas a partir das substancias 5 ou 6, conforme ilustrado na
Figura 12 (SENER et al.,2000).

Figura 12 — Reacdo de obtencdo de amidas

OCHj, OCHj,
OH NaHCOj; cloreto de acila OHO
éter etilico, agua, 0°C - t.a. -
R NH, R N
H
50u6 11a-d R’
12a-d

Fonte: Do autor.
Notas: Série 11: R = CH,-CH=CHj; Série 12: R = CH,-CH,-CH3. 11a e 12a: R' = NOy;
11be 12b: R'=Cl; 11ce 12c: R'=0CHgs; 11d e 12d: R' = H.
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Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados a substancia 5 ou 6 (1
eq), NaHCO; (1 eq), 5 mL de éter etilico e 5 mL de &gua. Essa mistura foi mantida sob
agitacdo em banho de &gua/gelo. Solucdo do cloreto de acila respectivo (1 eq) em 5 mL de
éter etilico foi adicionada gota a gota, durante meia hora, & mistura no baldo (TABELA 6).
Apobs adicdo de toda a solucdo de cloreto de acido, a mistura foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente por até 2 horas. O progresso da reacdo foi acompanhado por CCD
(hexano/acetato de etila, 7:3, v/v). Ao final das reacdes, o produto foi obtido via filtracdo
simples (11a) ou extracdo do residuo obtido pos evaporacdo do solvente com diclorometano.

Tabela 6 — Quantidades dos reagentes utilizados para obtengdo das amidas

Material de partida Cloreto de acila NaHCO;
(mg; mmol) (quantidade; mmol) (mg; mmol)
5 (150; 0,84) Cloreto de 4-nitrobenzoila (156 mg; 0,84) 71; 0,84
5 (165; 0,92) Cloreto de 4-clorobenzoila (118 uL; 0,92) 77;0,92
5(170; 0,95) Cloreto de 4-metoxibenzoila (162 mg; 0,95) 80; 0,95
5 (165; 0,92) Cloreto de benzoila (107 pL; 0,92) 77;0,92
6 (150; 0,83) Cloreto de 4-nitrobenzoila (154 mg; 0,83) 70; 0,83
6 (150; 0,83) Cloreto de 4-clorobenzoila (106 uL; 0,83) 70; 0,83
6 (150; 0,83) Cloreto de 4-metoxibenzoila (142 mg; 0,83) 70; 0,83
6 (150; 0,83) Cloreto de benzoila (96 uL; 0,83) 70; 0,83

Fonte: Do autor.

Nos casos em que se observou a formacdo de subproduto supostamente obtido por O-
acilacdo, o produto bruto foi tratado por 24 horas a temperatura ambiente com solucdo de
bicarbonato de sddio (1 eq em relacdo a amina de partida) em metanol e agua (9:1, v/v).
Detectada a hidrélise por meio de CCD (hexano/acetato de etila, 7:3, v/v), a agua foi retirada
com sulfato de sodio anidro, a mistura foi filtrada por gravidade em papel e o solvente

eliminado em evaporador rotatorio.

3OC:|30H N-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-4-nitrobenzamida

| 4 O > Soélido amarelo ouro [0,235 g (0,72 mmol, 85,5 %)]
5% ' N Ty F.M.: C17H1605N>
2 4NO, M.M.: 328 g.mol™

11a
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RMN de 'H (6; CDCl3; 300 MHz): 8,387 (s: 1H; N-H), 8,328-8,284 (m; 2H; H3"), 8,064-
8,020 (m; 2H; H2"), 7,765 (s; 1H, O-H), 6,552 (d; 1H; H6; J = 1,8 Hz), 6,028 (d; 1H; H4; J =
1,8 Hz), 6,000-5,888 (m; 1H; CH,=CH-CH,-), 5,138-5,046 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,891 (s;
3H; OCHy), 3,346 (d; 2H; CH,=CH-CHj; J = 6,9 Hz).

RMN de °C (8; CDCls; 75 MHz): 163,26 (C=0), 149,66 (C4’), 146,43 (C3), 140,32 (C1"),
137,34 (CH,=CH-CH,), 133,45 (C2), 132,20 (C5), 128,27 (C2°), 125,10 (C1), 123,93 (C3"),
115,90 (CH,=CH-CH),), 113,24 (C6), 107,61 (C4), 56,12 (OCHj), 40,19 (CH,=CH-CH.,).

OCH,

3.2 OH N-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-4-clorobenzamida
\ ! o 2 Solido rosa claro [0,187 g (0,59 mmol, 63,8 %)]
5% ) F.M.: C17H350sNCI
y 4 Cl M.M.: 317,5 g.mol™*
11b

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 8,302 (s; 1H; N-H), 7,835 (d; 2H; H2’; J = 8,1 Hz);
7,720 (s; 1H; Ho6); 7,445 (d; 2H; H3’; J = 8,1 Hz), 6,533 (s; 1H; H4), 6,023-5,888 (m; 1H;
CH,=CH-CH>-), 5,125-5,046 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,883 (s; 3H; OCHg), 3,339 (d; 2H;
CH,=CH-CHjy; J = 6,6 Hz).

RMN de C (#; CDCls; 75 MHz): 164,44 (C=0), 146,66 (C3), 138,13 (C4"), 137,47
(CH,=CH-CH,), 133,55 (C2), 133,10 (C1°), 132,06 (C5), 128,99 (C2°), 128,54 (C3), 125,55
(C1), 115,80 (CH,=CH-CH,), 113,29 (C6), 107,32 (C4), 56,11(OCHy3), 40,20(CH,=CH-CH,).

30 C:'3OH N-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-4-metoxibenzamida
\ ¢ T Solido alaranjado [0,198 g (0,63 mmol, 66,7 %)]
1! 3'
%' N F.M.: C15H1904N
,
y 4 OCHs M.M.: 313 g.mol™
11c

RMN de 'H (8; CDCls; 300 MHz): 7,898-7,849 (m; 2H; H2"), 7,653 (d; 1H; H6; J = 1,8
Hz), 6,998-6,949 (m; 2H; H3"), 6,527 (d; 1H; H4; J = 1,8 Hz), 6,000-5,892 (m; 1H; CH,=CH-
CH,-), 5,103-5,030 (m; 2H; CH,=CH-CHy), 3,890 (s; 3H; C3-OCHj), 3,870 (s; 3H; C4’-
OCHj), 3,345 (d; 2H; CH,=CH-CHy; J = 6,6 Hz).

RMN de *C (#; CDCls; 75 MHz): 165,19 (C=0), 162,54 (C4), 146,97 (C3), 137,57
(CH,=CH-CHy>), 133,76 (C2), 131,97 (C5), 129,03 (C2’), 126,84 (C1), 125,99 (C1’), 115,74
(CH,=CH-CHy), 113,96 (C3), 113,33 (C6), 107,16 (C4), 56,13 (C3-OCHz), 55,45 (C4’-
OCHs), 40,22 (CH,=CH-CH,).
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OCHj, N-(5-alil-2-hidroxi-3-metoxifenil)-benzamida
3
| 4 < OHo Semi-sélido castanho claro [0,104 g (0,37 mmol,
>
NN R 39,9 %)]
6 H
2 4 F.M.: C17H1703N
>
11d M.M.: 283 g.mol™

RMN de H (8; CDCls; 300 MHz): 8,338 (s; 1H; N-H), 7,919-7,887 (m; 2H; H2"), 7,718 (d;
1H: H6; J = 1,8 Hz); 7,549-7,478 (m; 3H, H3’ ¢ H4"), 6,534 (d; 1H; H4; J = 1,8 Hz), 6,033-
5,898 (m; 1H; CH,=CH-CH,-), 5,140-5,040 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 3,885 (s; 3H; OCHy),
3,346 (d; 2H; CH,=CH-CHy; J = 6,6 Hz).

RMN de *C (d; CDCl3; 75 MHz): 165,61 (C=0), 146,81 (C3), 137,53 (CH,=CH-CHb,),
134,69 (C1”), 133,68 (C2), 131,99 (C5), 131,85 (C4%), 128,74 (C3°), 127,11 (C2’), 125,80
(C1), 115,75 (CH,=CH-CH,), 113,32 (C6), 107,26 (C4), 56,11(OCHs), 40,21(CH,=CH-CH,).

3OCH30H N-(2-hidroxi-3-metoxi-5-propilfenil)-4-nitrobenzamida
2
4 0 2 S6lido alaranjado [0,111 g (0,34 mmol, 40,7 %)]
57 TN ’ F.M.: Ci7H105N;
o
5 4 NO M.M.: 330 g.mol™
12a

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 8,362-8,318 (m; 2H; H3’), 8,084-8,039 (m; 2H; H2),
7,811 (s; 1H; H6), 6,558 (d; 1H; H4; J = 1,8 Hz), 5,830 (s; 1H; O-H), 3,910 (s; 3H; OCHs),
2,565 (t; 2H; CH3-CH,-CHy-; J = 7,2 Hz), 1,715-1,587 (m; 2H; CH3-CH,-CH,-), 0,953 (t; 3H;
CH3-CHy-CH,-; J = 7,2 Hz).

RMN de **C (6; CDCls; 75 MHz): 163,16 (C=0), 149,71 (C4"), 146,13 (C3), 140,54 (C1°),
134,96 (C2), 132,95 (C5), 128,27 (C27), 124,99 (C1), 124,00 (C3°), 112,93 (C6), 107,47 (C4),
56,13 (OCHs), 38,16 (CH3-CH2-CHj-), 24,82 (CH3-CH,-CHy-), 13,78 (CH3-CH,-CHy-)

3OC:| 3OH N-(2-hidroxi-3-metoxi-5-propilfenil)-4-clorobenzamida
) 0 .2 X Salido bege [0,099 g (0,31 mmol, 37,4 %)]
TN F.M.: C17H150sNCI
g 4Cl M.M.: 319,5 g.mol™*
12b

RMN de 'H (8; CDCls; 300 MHz): 8,252 (s; 1H; N-H), 7,868-7,823 (m; 2H; H2"), 7,742 (d;
1H; H6; J = 1,8 Hz), 7,484-7,438 (m; 2H; H3"), 6,533 (d; 1H; H4; J = 1,8 Hz), 5,986 (s; 1H;
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O-H), 3,899 (s; 3H; OCHgs), 2,551 (t; 2H; CH3-CH,-CH,-; J = 7,5 Hz), 1,707-1,578 (m; 2H;
CHs;-CH,-CHy-), 0,945 (t; 3H; CH3-CH,-CH,-; J = 7,2 Hz).

RMN de ¥C (6; CDCls; 75 MHz): 164,35 (C=0), 146,37 (C3), 138,11 (C4°), 134,81 (C2),
133,27 (C1), 133,09 (C5), 129,03 (C2°), 128,54 (C3°), 125,42 (C1), 113,01 (C6), 107,21 (C4),
56,12 (OCHs), 38,14 (CH3-CH,-CHy-), 24,82 (CH3-CH,-CHy-), 13,79 (CHs-CH,-CH,-)

3OC:'30H N-(2-hidroxi-3-metoxi-5-propilfenil)-4-metoxibenzamida
4 0 > Sélido castanho escuro [0,248 g (0,79 mmol, 95,0 %)]
SN 21' ¥ F.M.: CigH 0N
3 40CH;  M.M.: 315 g.mol™
12¢c

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 8,236 (s; 1H; N-H), 7,900-7,851 (m; 2H; H2"), 7,635 (d;
1H; H6; J = 1,5 Hz), 6,995-6,947 (m; 2H; H3"), 6,518 (d; 1H; H4; J = 1,8 Hz), 3,899 (s; 3H;
C3-OCHa), 3,867 (s; 3H; C4°-OCHg), 2,538 (t; 2H; CH3-CH,-CH,-; J = 7,5 Hz), 1,699-1,576
(M; 2H; CH3-CH,p-CH,-), 0,940 (t; 3H; CH3-CH,-CHo-; J = 7,2 H2).

RMN de **C (; CDCls; 75 MHz): 165,17 (C=0), 162,51 (C4%), 146,81 (C3), 134,66 (C2),
133,43 (C5), 129,02 (C2°), 126,91 (C1), 125,85 (C1°), 113,95 (C3’), 113,13 (C6), 107,15
(C4), 56,11 (C3-OCHs), 55,44 (C4’-OCHs), 38,09 (CH3-CH,-CH,-), 24,79 (CH3-CH,-CHy-),
13,79 (CHa-CH-CHy-)

3OC;| 3OH N-(2-hidroxi-3-metoxi-5-propilfenil)-benzamida
) 7 .2 X Oleo alaranjado [0,091 g (0,32 mmol, 38,6 %)]
RS . F.M.: CH160sN
3 M.M.: 285 g.mol™
12d

RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 8,310 (s; 1H; N-H), 7,921-7,893 (m; 2H; H2"), 7,720 (d;
1H; H6; J = 1,5 Hz), 7,554-7,488 (m; 2H; H3’ ¢ H4"), 6,533 (d; 1H; H4; J = 1,8 Hz), 6,174 (S;
1H; O-H), 3,898 (s; 3H; OCHs), 2,553 (t; 2H; CH3-CH,-CH,-; J = 7,5 Hz), 1,711-1,586 (m;
2H; CH3-CH,-CHy-), 0,948 (t; 3H; CH3-CH,-CH,-; J = 7,2 Hz).

RMN de *C (d; CDCls; 75 MHz): 165,55 (C=0), 146,59 (C3), 134,73 (C2), 133,64 (C1’),
133,22 (C5), 131,83 (C4°), 128,76 (C3’), 127,11 (C2°), 125,67 (C1), 113,08 (C6), 107,20
(C4), 56,11 (OCHs), 38,12 (CH3-CHa-CHj-), 24,81 (CH3-CH,-CH,-), 13,80 (CH3-CH,-CH,-)
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3.2.7 Obtencéo dos benzoxazois (9a-d e 10a-d) por ciclizagdo das amidas.

Em um segundo momento, os derivados benzoxazolicos foram obtidos por meio da
ciclizacdo de amidas. O procedimento, baseado no trabalho de Nakamura, Yasui e Ban (2013)

esta ilustrado na Figura 13.

Figura 13 — Obtencéo dos benzoxazois por ciclizagdo das amidas

OCH; OCHj
OHO APTS . o
tolueno, 110°C @R'
R N N
H R
Rl
11a-d 9a-d
12a-d 10a-d

Fonte: Do autor
Notas: Série 9: R = CH,-CH=CHj; Série 10: R = CH,-CH,-CH3.9a e 10a: R'=NO,; 9b e
10b: R'=Cl; 9ce 10c: R'=0OCHjs; 9d e 10d: R' = H.
Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 25 mL de tolueno, a
amida respectiva (1 eq) e APTS (3 eq) (TABELA 7). A mistura foi mantida sob agitacéo
magnética em banho de glicerina sob refluxo. O acompanhamento das reacdes foi realizado

por CCD (hexano/ acetato de etila, 7:3, v/v).

Tabela 7 — Quantidades dos reagentes utilizados para obtencgéo dos benzoxazois via amidas

Amida de partida (mg/ mmol) APTS (mg/ mmol)
11a (100; 0,30) 174; 0,90
11b (187; 0,59) 337; 1,77
11c (178; 0,57) 325;1,71
11d (104; 0,37) 209; 1,10
12a (96; 0,29) 165; 0,87
12b (85; 0,27) 152; 0,80
12c (240; 0,76) 436; 2,29
12d (76; 0,27) 152; 0,80

Fonte: Do autor
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Ao final das reagdes, o tolueno foi eliminado em rotavapor e o produto obtido por
filtracdo em silica com diclorometano (9a, 9d, 10a, 10b, 10d) ou por CCS (hexano/ acetato de
etila, 9:1, v/v) (9b, 9c, 10c). Dados dos produtos obtidos estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados dos derivados benzoxazolicos obtidos

M.M. Rendimentos*

Produto Aspecto F.M. P.F. (°C) o
(g.mol™) (g: %)
9a Solido amarelo CirH10uN, 3100  161.2-164.0 0,292; 84 /0,090;
ouro 81
9b solidobege  CiHuONCI 2995  1038-1055 0060 1283/ 0,064;
9c Solido amarelo CusH170sN 2950 81,3-84.1 0,043; 13/0,045;
claro 20
Sd Semi-solido L ON 2650 i 0,015; 9/ 0,089; 36
amarelo claro
10a  Solidoamarelo o . G N, 3120 13651400 0,020; 6/0,074; 33
ouro
10b  Solidocastanho o~ o NCI 3015  815-845  0,015;8/0,055; 26
claro
10c Solido castanho CueH1s0sN 297.0 89,4-92.5 0,060; 30/ 0,075;
escuro 30
10d Semi-solido 0,036; 12/ 0,049;

C17H170,N 267,0 -
amarelo AT 27

Fonte: Do autor

Notas: *Valores de rendimentos dos produtos obtidos a partir dos intermediarios iminicos ou amidicos,
respectivamente. Tais valores foram calculados considerando a quantidade das substancias 5 ou 6
utilizadas.

2 3 5-alil-7-metoxi-2-(4-nitrofenil)benzo[d]oxazol
-NO, IV (® max, cm™): 1618 (C=N), 1604, 1459 (C=C),
1518, 1342 (NOy), 1319, 1202 (C-N), 1126 (C-O-C).

RMN de 'H (8; CDCls; 300 MHz): 8,416-8,313 (m; 4H; H2’ e H3’), 7,222 (s; 1H; H4),
6,755 (s; 1H; H6), 6,079-5,945 (m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,171-5,110 (m; 2H; CH,=CH-CHb,),
4,048 (s; 3H; OCHj), 3,501 (d; 2H; J 6,6 Hz; CH,=CH-CHy).
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RMN de **C (8; CDCls; 75 MHz): 160,61 (C2), 149,24 (C4’), 144,52 (C7), 143,66 (C3a),
138,92 (C5), 138,35 (C1°), 137,07 (CH,=CH-CH,), 132,67 (C7a), 128,31 (C3"), 124,09 (C2°),
116,32 (CH,=CH-CHy,), 112,32 (C4), 109,59 (C6), 56,30 (OCH3), 40,49 (CH,=CH-CH,).

OCH3
7 ! 2 3 5-alil-2-(4-clorofenil)-7-metoxibenzo[d]oxazol

| ° %y e . 1.
R IV (® mae cm?): 1624 (C=N), 1596, 1578,1495
3a

5 B '
L (C=C), 1317, 1199 (C-N), 1131 (C-O-C).
9b

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 8,205-8,160 (m; 2H; H2"), 7,496-7,451 (m; 2H; H3"),
7,188 (d; 1H; J 1,2 Hz; H4), 6,708 (d; 1H; J 1,2 Hz; H6), 6,077-5,942 (m; 1H; CH,=CH-
CHy), 5,165-5,091 (m; 2H; CH,=CH-CHy), 4,037 (s; 3H; OCHs), 3,486 (d; 2H; J 6,6 Hz;
CH,=CH-CHy).

RMN de °C (6; CDCls; 75 MHz): 162,08 (C2), 144,37 (C7), 143,81 (C3a), 138,54 (C5),
137,77 (C4%), 137,62 (C7a), 137,28 (CH,=CH-CH,), 129,17 (C3’), 128,84 (C2’), 125,60
(C1°), 116,11 (CH,=CH-CH,), 112,00(C6), 108,94 (C4), 56,31(0OCHj3), 40,51(CH,=CH-CH,).

OCH; ,

. Jao 23 5-alil-7-metoxi-2-(4-metoxifenil)benzo[d]oxazol
2 1 4'
| N/>_< }OCHS IV (® maw CMY): 1622 (C=N), 1603, 1582,1492
5 3a " '
4 78 B3 (C=C), 1322, 1248 (C-N), 1131 (C-O-C).
9c

RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 8,220-8,171 (m; 2H; H2°), 7,168 (d; 1H; J 1,2 Hz; H4),
7,028-6,979 (m; 2H; H3"), 6,676 (d; 1H; J 1,2 Hz; H6), 6,078-5,944 (m; 1H; CH,=CH-CH,),
5,161-5,078 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 4,040 (s; 3H; C7-OCHs), 3,877 (s; 3H; C4-OCH,),
3,479 (d; 2H; J 6,6 Hz; CH,=CH-CHy,).

RMN de C (6; CDCls; 75 MHz): 163,22 (C2), 162,24 (C4’), 144,23 (C7), 144,08 (C3a),
137,43 (CH,=CH-CH,), 137,38 (C5), 129,39 (C2’), 119,64 (C1°), 115,96 (CH,=CH-CH,),
114,25 (C3’), 111,73 (C6), 108,46 (C4), 56,33 (C7-OCHs), 55,41 (C4’-OCHs), 40,52
(CH,=CH-CHy).

OCHj : : :
7 ! 2 3 5-alil-7-metoxi-2-fenilbenzo[d]oxazol

7a_0Q
6 ,
M/CE />2_1© * IV (0 mae cM™): 1626 (C=N), 1603, 1585,1449

N
*e®s 23 (C=C), 1321, 1202 (C-N), 1132 (C-O-C).

9d
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RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 8,284-8,252 (m; 2H; H2’), 7,529-7,519 (m; 2H; H3’),
7,506 (m; 1H; H4’), 7,214 (d; 1H; J 1,5 Hz; H4), 6,714 (d; 1H; J 1,5 Hz; H6), 6,089-5,954
(m; 1H; CH,=CH-CH,), 5,174-5,092 (m; 2H; CH,=CH-CH,), 4,055 (s; 3H; OCHs), 3,276 (d;
2H; J 6,6 Hz; CH,=CH-CHy,).

RMN de *C (6; CDCls; 75 MHz): 144,37 (C2), 143,93 (C7), 137,58 (C3a), 137,37
(CH,=CH-CHy), 131,41 (C4°), 128,82 (C3°), 127,63 (C2’), 127,10 (C5), 125,72 (C7a), 125,61
(C1°), 116,05 (CH,=CH-CHy), 112,01 (C6), 108,86 (C4), 56,36 (OCHs), 40,53 (CH,=CH-
CHy).

OCH,
ANE C;z 1'2' 3'4' 7-metoxi-2-(4-nitrofenil)-5-propilbenzo[d]oxazol
N/>—< }Noz IV (® max cm™): 1625 (C=N), 1602 (C=C), 1518,
5 3a ; ,
4 823 1339 (NO,), 1309, 1200 (C-N), 1132 (C-O-C).
10a

RMN de 'H (6; CDCls; 300 MHz): 8,436-8,331 (m; 4H; H2” ¢ H3"), 7,211 (s; 1H; H4),
6,755 (s; 1H; H6), 4,058 (s; 3H; OCH3), 2,710 (t; 2H; J 7,5 Hz; CHs-CH-CHy), 1,774-1,650
(M; 2H; CH3-CHp-CHy), 0,979 (t; 3H; J 7,5 Hz; CH3-CH,-CHy).

RMN de *°C (8; CDCl3; 75 MHz): 160,52 (C2), 149,24 (C4), 144, 37 (C7), 143, 59 (C3a),
141,03 (C1°), 138,71 (C5), 132,79 (C7a), 128,30 (C3’), 124,11 (C2’), 112,03 (C6), 109,62
(C4), 56,30 (OCHs), 38,45 (CH3-CH,-CHy), 24,86 (CH3-CH,-CHb,), 13,72 (CHa-CH2-CHy).

OCHjy
s AZa 62 1‘2' 3'4, 2-(4-clorofenil)-7-metoxi-5-propilbenzo[d]oxazol
N@C' IV (® max, cm™): 1626 (C=N), 1596, 1577, 1493,
5 3a . ,
4 8 23 1456 (C=C), 1319, 1201 (C-N), 1132 (C-O-C).
10b

RMN de 'H (9; CDCls; 300 MHz): 8,212-8,167 (m; 2H; H2"), 7,501-7,456 (m; 2H; H3"),
7,172 (d; 1H; J 1,2 Hz; H4), 6,705 (d; 1H; J 1,2 Hz; H6), 4,046 (s; 3H; OCHs), 2,692 (t; 2H; J
7,2 Hz; CHg-CH,-CHy), 1,762-1,638 (m; 2H; CH3-CH,-CH,), 0,970 (t; 3H; J 7,2 Hz; CHay-
CH,-CHy).

RMN de °C (6; CDCls; 75 MHz): 161,98 (C2), 144, 20 (C7), 143, 68 (C3a), 140,48 (C5),
137,58 (C7a), 129,17 (C3’), 128,83 (C2’), 125,67 (C4’), 121,75 (C1”), 111,70 (C6), 108,98
(C4), 56,31 (OCHs), 38,44 (CH3-CH2-CHs), 24,90 (CH3-CH,-CHy), 13,73 (CH3-CH,-CH,).
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OCHs
ARE o , 1‘2' ¥ . 7-metoxi-2-(4-metoxifenil)-5-propilbenzo[d]oxazol
. N/>_< }OCHS IV (5 ms CMY): 1622 (C=N), 1605, 1583, 1496
5 a \ ,
4 3203 (C=C), 1324, 1255 (C-N), 1132 (C-O-C).
10c

RMN de *H (6; CDCls; 300 MHz): 8,220-8,171 (m; 2H; H2"), 7,149 (d; 1H; J 1,2 Hz; H4),
7,026-6,917 (m; 2H; H3’), 6,668 (d; 1H; J 1,2 Hz; H6), 4,044 (s; 3H; C7-OCHj3), 3,875 (s,
3H; C4°-OCHs), 2,681 (t; 2H; J 7,5 Hz; CH3-CH»-CHy), 1,758-1,634 (m; 2H; CH3;-CH,-CH,),
0,967 (t; 3H; J 7,5 Hz; CH3-CH,-CHy).

RMN de *C (8; CDCls; 75 MHz): 163,09 (C2), 162,19 (C4°), 144,05 (C7), 143,97 (C3a),
140,06 (C5), 138,08 (C7a), 129,34 (C2’), 119,73 (C1’), 114,24 (C3’), 111,43 (C6), 108,48
(C4), 56,32 (C7-OCHj3), 55,40 (C4’-OCHs), 38,44 (CH3-CH2-CHy), 24,91 (CH3-CH,-CHy),
13,73 (CH3-CH,-CHy).

OCHj
e 2E 7-metoxi-2-fenil-5-propilbenzo[d]oxazol
2 1 ,
N/>_©4 IV (® ms CcmY): 1623 (C=N), 1601, 1496, 1465
5 3a ) ,
4 3703 (C=C), 1309, 1199 (C-N), 1129 (C-O-C).
10d

RMN de *H (3; CDCls; 300 MHz): 8,294-8,241 (m; 2H; H2’), 7,533-7,482 (m; 3H; H3’ ¢
H4%), 7,192 (d; 1H; J 1,2 Hz; H4), 6,702 (d; 1H; J 1,2 Hz; H6), 4,056 (s; 3H; OCHs), 2,695 (t;
2H; J 7,2 Hz; CH3-CH,-CHj), 1,769-1,645 (m; 2H; CHs-CH,-CHy), 0,976 (t; 3H; J 7,2 Hz;
CHs-CH,-CHy).

RMN de °C (9; CDCls; 75 MHz): 162,94 (C2), 144,17 (C7), 143, 80 (C3a), 140,24 (C5),
131,32 (C4%), 128,79 (C37), 128,42 (C7a), 127,58 (C2°), 127,16 (C1°), 111,69 (C6), 108,87
(C4), 56,33 (OCH3), 38,43 (CHa-CH2-CHs), 24,90 (CH3-CH,-CH), 13,73 (CH3-CH2-CH,).

3.3 AVALIACAO BIOLOGICA

Foram avaliadas as atividades antifungicas e antibacterianas dos produtos, bem como

sua citotoxicidade frente a células humanas sadias.
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3.3.1 Avaliagéo da atividade antifingica

As avaliacOGes/determinacbes dos valores de concentragdes inibitorias foram
investigadas 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 concentragdes (pug/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).

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

A avaliacdo foi feita em placas de microdiluicdo e o resultado analisado com leitor
tipo ELISA. O ensaio foi feito em duplicata. Os valores de Clsy (menor concentracdo
inibitoria de 50% do crescimento microbiano) e Clioo (menor concentracéo inibitoria de 100%
do crescimento microbiano) foram determinados. Os ensaios foram realizados no Laboratério
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomeédicas da UNIFAL-MG, com a supervisdo da

Profd. Dra. Amanda Latércia Tranches Dias.

3.3.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana

As avaliacdes/determinacdes dos valores de concentrac@es inibitorias foram realizadas
pelo teste de microdiluicdo segundo o protocolo MO7-A9 (CLSI, 2012) para ensaios
antibacterianos. O meio de cultura utilizado foi caldo Mueller Hinton e os produtos em teste
foram preparados em 10 concentragdes (ug/mL): 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78,
0,39 e 0,19 por diluicdo em DMSQO. Os ensaios foram realizados com cepas padrdo American
Type Culture Collection de bactérias Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 25922) e Gram-
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538).
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Como controle negativo, usou-se meio de cultura caldo Mueller Hinton acrescido de
DMSO nas mesmas concentracdes finais propostas para os derivados. Empregou-se o farmaco
cloranfenicol como controle positivo, nas mesmas concentracdes dos produtos sintéticos.

Os ensaios foram feitos em triplicata e o crescimento das bactérias foi identificado por
leitura espectrofotométrica a 530 nm, em leitor de microplacas, sendo determinadas as
concentracdes capazes de inibir 50% (Clso) e 90% (Clgg) do crescimento microbiano. Essa
avaliacdo foi realizada no laboratério de Bioprocessos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da UNIFAL-MG, pela doutoranda Taciane Maira Magalhdes Hipdlito.

3.3.3 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 uL de cada produto avaliado, nas seguintes concentragdes: 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,12, 1,56, 0,78 ug/mL e incubados a 37 °C em um incubador a 5% de CO, por 48
h. Em seguida, foram adicionados 10 uL do corante tetrazdlico (5 mg/mL) ¢ as células foram
incubadas novamente por um periodo de 4 horas. Entdo, o0 meio foi cuidadosamente removido
e adicionado a 100 pL de DMSO para solubilizacao 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 relacéo [(A-B)/Ax100)], onde A e
B sdo os valores de absorbancia do controle e das células tratadas, respectivamente. Os dados
foram analisados usando regressao linear para gerar os valores de CCsy (concentragdo
citotoxica para 50%). Os indices de seletividade foram expressos como a razdo CCso/Clso. Os
ensaios de citotoxicidade foram feitos no Laboratério de Vacinas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UNIFAL-MG, pelo Prof. Dr. Luiz Felipe Leomil Coelho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa e 0 desenvolvimento de novos antimicrobianos constituem uma ferramenta
importante para se garantir o tratamento de infec¢fes por micro-organismos de linhagens
resistentes. O método de modificagdo molecular de substancias com atividade bioldgica ja
descrita € uma estratégia de quimica medicinal muito empregada, uma vez que gera analogos
com maior probabilidade de serem ativos em comparacao a sintese ao acaso.

Os produtos de origem vegetal oferecem uma alternativa promissora para o tratamento
de doengas causadas por micro-organismos. Sabe-se que 0s produtos naturais tém sido
constantemente avaliados e utilizados para o tratamento de infeccbes microbianas e
numerosas substancias provenientes de 6leos essenciais, como 0 eugenol, sdo capazes de
inibir o crescimento de varios micro-organismos patogénicos. Nesse contexto, a sintese de
derivados do eugenol se justifica pela ampla variedade de propriedades farmacologicas que
ele possui, destacando-o0 como um prototipo potencial.

Da mesma forma, compostos heterociclicos, como 0s benzoxazois e seus derivados,
sdo alvos atraentes para a sintese de novos farmacos, uma vez que sdo passiveis de
modificacdo estrutural e ainda apresentam diversas e importantes propriedades bioldgicas,
incluindo atividade antimicrobiana.

Durante as pesquisas de novos candidatos a farmacos, varios derivados do eugenol e
de benzoxazois foram obtidos, a partir de diferentes reacGes organicas, com intuito de
potencializar uma ou mais das suas atividades bioldgicas. Entretanto, até o presente momento,
ndo foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo a sintese de derivados mistos entre
benzoxazois e eugenol.

Considerando as propriedades antimicrobianas apresentadas por ambas substancias
citadas, tais derivados foram sintetizados através de estratégia de hibridizacdo molecular,
reunindo caracteristicas estruturais distintas em uma unica molécula, com intuito de obter

substancias com maiores propriedades antimicrobianas que seus precursores.

4.1 QUIMICA
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A rota sintética desenvolvida para obtencdo dos derivados benzoxazélicos propostos
esta representada na Figura 14. Além do eugenol (1), o diidroeugenol (2), derivado em que R
é uma cadeia propilica em vez da cadeia alilica, também foi utilizado com material de partida,

com o intuito de verificar a influéncia da cadeia lateral na atividade bioldgica.

Figura 14 — Rota sintética para obtencdo das substancias propostas
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R
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3oud
R NO,
ii
OCHs OCH, OCH;
/©:OH OH OH
iii ou iii' iv
— - — >
R N/\©\ R NH, R N)b\
H
.. R' .. R'
Série7ou 8 50u6 Série 11 ou 12
v vi

OCH;

(0]
R N
Série 9 ou 10

Fonte: Do autor.

Notas: i) NaNOs, KHSOy, silica/H,0 (1:1, p/p), CH,Cl,, t.a.; ii) SnCl,.2H,0, etanol, 70°C; iii) aldeido,
APTS, peneira molecular, CH,Cl,, t.a.; iii") aldeido, HCI, MgSQ, anidro, etanol, 90°C; iv) cloreto
de acila, NaHCOs, éter etilico, 4gua, 0°C - t.a.; v) Ag,0O, CH,Cl,, t.a; vi) APTS, tolueno, 100°C.

Na Figura 15, sdo apresentadas as estruturas de todos os intermediarios, bem como dos
produtos finais envolvidos na rota sintética apresentada acima, além dos codigos a eles

atribuidos.
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Figura 15 — Estruturas dos materiais de partida, intermedidrios e produtos finais
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Fonte: Do autor.

A reacdo de nitracdo foi realizada conforme descrito por Zolfigol, Ghaemi e
Madrakian (2001) e foi escolhida por ser especifica para introducéo de grupos nitro em fendis
e apresentar seletividade pela posicdo orto, a qual é necessaria para obtencdo dos
benzoxazois. Além disso, é realizada em condic¢des brandas, sem o uso de reagentes de alta

periculosidade como os acidos nitrico e sulfdrico, empregados nos métodos tradicionais de
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nitracdo aromatica. Altos rendimentos foram descritos para esse método, porém o rendimento
obtido aqui foi bem inferior aqueles relatados.

Durante a reacdo, o bissulfato de potassio interage com o nitrato de sodio,
promovendo a geracdo in situ de acido nitrico, que por sua vez interage com outra molécula
de bissulfato de potéssio, havendo a formacdo do ion nitrdnio. Esse ion é o eletrofilo que
reage com o eugenol, por ataque do sistema n do anel aromatico, formando um ion arénio,
que € estabilizado por ressonancia. Essa etapa € lenta, uma vez que a substancia é convertida
em outra menos estavel. Em seguida, o ion arénio perde um préton para uma base de Lewis,
nesse caso provavelmente a propria agua gerada na reacdo, para entdo formar os produtos
nitrado 3 e 4. A Gltima etapa é rapida, pois restaura a aromaticidade (ZOLFIGOL; GHAEMI,
MADRAKIAN, 2001; SYKES, 1985). O mecanismo proposto para a formacdo dos derivados
3 e 4 esta representado abaixo (FIGURA 16).

Figura 16 — Mecanismo provavel da formacao dos produtos 3 e 4.
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Fonte: Do autor.

Dos dados obtidos pela analise em espectrometro no IV para a substancia 3, obtido a

partir do eugenol (FIGURA 17), destacam-se duas bandas, uma em 1515 e outra em 1440
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cm™, aproximadamente, caracteristicas de grupo nitro (NO,). Pode-se observar ainda a
presenca de bandas caracteristicas do eugenol, como uma banda larga centrada a 3520 cm™,
caracteristica de grupos hidroxila; uma banda a 1550 cm™ referente s ligaces duplas do anel
aromatico; uma banda a 1600 cm™ correspondente as ligacdes C=C de alcenos; e uma banda
caracteristica de ligagdo C-O-C de éter, a 1270 cm™.

Figura 17 — Espectro no 1V da substancia 3
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H da substancia 3 (FIGURA 18), podem-se notar os
simpletos relativos aos hidrogénios dos grupos OCHj; e OH, além dos dupletos referentes aos
dois hidrogénios aromaticos a ¢ 3,917 , 10,631 , 7,483 e 6,951 respectivamente. Dentre os
hidrogénios aromaticos, aquele que apresenta maior ¢ € 0 que estd mais proximo do grupo
nitro, uma vez que esse grupo exerce um efeito retirador de elétrons, deixando os 4tomos
proximos a ele com menor densidade eletrénica e, portanto, 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 5,949 — 5,859 (HC=CHy), 5,143 — 5,072 (HC=CH,) e
3,339 (CH2-CH), respectivamente.



Figura 18 — Espectro de RMN de *H da substancia 3 (CDCls, 300 MHz)
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *C da substancia 3 (FIGURA 19), pode-se observar um sinal
relativo ao carbono da metoxila a 6 56,61, bem como os sinais referentes aos carbonos da
cadeia lateral alilica a 6 39,32 (H,C-CH=CH,), 117,08 (HC=CH,) e 135,87 (HC=CH,). Os

carbonos aromaticos hidrogenados sdo notados a ¢ 118,50 e 114,98, sendo o primeiro

correspondente ao carbono mais proximo ao grupo nitro, que é retirador de elétrons. A ¢

149,77, 144,79, 133,54 e 131,17 notam-se 0s carbonos aromaticos ligados aos grupos nitro,

hidroxila, metoxila e a cadeia alilica, respectivamente. Pelo subespectro DEPT-135 (FIGURA

20), pode-se confirmar parte das atribuicdes feitas anteriormente, com destaque para 0s sinais

de carbono metilénico a ¢ 117,08 e 39,32.



Figura 19 — Espectro de RMN de *3C da substancia 3 (CDCls, 75 MHz)
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Figura 20 — Subespectro DEPT-135 da substancia 3 (CDCls, 75 MHz)
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A reacdo de nitracdo foi realizada também para o diidroeugenol, obtendo-se o produto
4. No espectro no 1V da substancia 4 (FIGURA 21) destacam-se duas bandas, uma em 1541 e

uma em 1448 cm™, resultantes da deformacéo axial do grupo nitro (NO,).

Figura 21 — Espectro no 1V da substancia 4.
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H da substancia 4 (FIGURA 22), podem-se notar os
simpletos relativos aos hidrogénios dos grupos OCHs; e OH a ¢ 3,932 e 10,628,
respectivamente. Os sinais referentes aos dois hidrogénios aromaticos aparecem como
dupletos a 6 7,489 e 6,957, sendo que o hidrogénio com maior J € o0 que estd mais proximo do
grupo nitro, devido ao efeito retirador de elétrons exibido por esse grupo, o que diminui a
densidade eletrénica dos atomos mais proximos a ele. Observa-se sinais caracteristicos da
cadeia propilica, como os tripletos e o multipleto correspondentes aos hidrogénios da cadeia
propilica a ¢ 2,559 (CH3-CH,-CH,-), 1,701-1,577 (CH3-CH,-CHp-) e 0,945 (CH3-CH»-CH>-).
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Figura 22 — Espectro de RMN de *H da substancia 4 (CDCls, 300 MHz)

OCH,
/\/3©:DH
1
4
S 6 NOZ

4

—3.932

—10.628

T T T T T T T T T T T
110 15 100 95 9.0 8L &0 75 o &5 &0 f 55 50 4.5 4.0 35 0
\ppm}

07—
0f7—=
oa7
| 284—=
| 101 =
228
= | 300-=

Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de **C da substancia 4 (FIGURA 23), destacam-se a presenca de
sinais relativos aos carbonos da cadeia propilica, a 6 37,32 (CH3-CH,-CH,-), 24,14 (CH3-CH,.
-CH-) e 13,54 (CH3-CH,-CH,-). Os carbonos aromaticos hidrogenados sdo notados a J
118,66 e 114,79, sendo o primeiro correspondente ao carbono mais proximo ao grupo nitro,
que é retirador de elétrons. Pelo subespectro DEPT-135 (FIGURA 24), pode-se confirmar
parte das atribuicGes feitas anteriormente, com destaque para os sinais de carbono metilénico
a0 37,32 e 24,14,
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Figura 23 — Espectro de RMN de **C da substancia 4 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 24 — Subespectro DEPT-135 da substancia 4 (CDCls, 75 MHz).
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Apobs obtencdo dos produtos nitrados, foram realizadas reacdes de reducdo do grupo
nitro das substancias 3 e 4, para obtencdo dos substancias 5 e 6, contendo grupo amino. O
método de nitro-reducdo escolhido (BELLAMY, 1984), assim como o método de nitracéo,
emprega condi¢cBes mais brandas de reacdo, ndo sendo necessario o uso de &cidos. Além
disso, tal método é especifico para a reducdo de grupos nitro de substancias aromaéticas e é
bastante seletivo, uma vez que outros grupos capazes de sofrer reducdo, bem como grupos
sensiveis a presenca de &cidos, sdo recuperados de forma inalterada. Tal método ainda
promove a reducdo de grupos nitro em bons rendimentos, independente da natureza ou
posicdo dos substituintes no anel benzénico. Apesar de os rendimentos aqui obtidos terem
sido menores que aqueles relatados no trabalho utilizado como referéncia, tais valores ainda
foram considerados satisfatorios para o proposito desse trabalho.

Nesse caso, o cloreto de estanho di-hidratado atua fornecendo elétrons e protons,
necessarios para que aconteca a reacdo de reducdo (FIGURA 25). Ocorre uma reagao
radicalar, com transferéncia de elétrons ndo emparelhados provenientes do estanho para o
nitrogénio do grupo nitro, seguida de protonagédo do anion-radical e eliminagdo de hidroxilas.
Durante a reacdo, ha formacédo dos derivados contendo grupo nitroso, hidroxilamino, azoxi,
azo e, por fim, grupo amino (GAMBLE et al, 2007; ISENMANN, 2013; KUMAR; RAlI,
2012; PASHA; JAYASHANKARA, 2005).

Figura 25 — Sequéncia de etapas envolvidas na reducdo com cloreto de estanho de substancias aromaticas
nitradas

O, e ) — (L O O+
_SnCl2H0 _ |
NO,  Etanol NO NHOH N=N NH;

Fonte: Do autor.

Ao fim da reacdo, o meio fica &cido, sendo necessario ajustar o pH com solucao
saturada de bicarbonato de sodio para aproximadamente 7. Isso porque o meio fortemente
acido deixa o grupamento amino protonado, favorecendo sua afinidade pela fase aquosa e
prejudicando sua obtencdo por extracdo liquido-liquido. Assim, para a obtencdo do produto
puro, deve-se neutralizar o meio de modo que o grupo amino fique na forma desprotonada, o

que permite que o produto passe para a fase organica durante a extrag&o.
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Dos dados obtidos pela analise no IV da substancia 5, obtida a partir do nitroeugenol
(3) (FIGURA 26), destacam-se a presenca de duas bandas, a 3371 e 3311 cm™, caracteristicas
de deformacdes axiais de aminas priméarias (NH;) e a auséncia das bandas caracteristicas de

grupo nitro, indicando sucesso da reagao.

Figura 26 — Espectro no 1V da substancia 5.
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de *H da substancia 5 (FIGURA 27), podem-se notar pequenas
diferencas nos valores de ¢ dos hidrogénios aromaticos em relacdo ao espectro obtido para a
substancia 3. Esses sinais sdo observados a ¢ 6,249 e 6,194. Esses valores sdo menores
aqueles observados para o produto 3 devido ao efeito doador de elétrons do grupo amino, que
ao contrario do grupo nitro, faz com que os atomos préximos a ele tenham uma maior
densidade eletronica, absorvendo uma menor quantidade de radiacdo. Tal efeito é sentido nas
posicGes orto e para ao grupo amino, sendo a posicao orto a mais afetada entre as duas.
Sendo assim, dentre os hidrogénios aromaticos, aquele que apresenta maior ¢ € 0 que esta

mais distante do grupo amino, ou seja, aquele na posicdo para.



Figura 27 — Espectro de RMN de *H da substancia 5 (CDCl, 300 MHz).
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O espectro de RMN de **C da substancia 5 (FIGURA 28) também apresentou apenas

pequenas diferengas em relacdo ao espectro obtido para o produto 3. Os carbonos aromaticos

hidrogenados podem ser notados a ¢ 109,48 e 101,95, sendo que 0 primeiro corresponde

aquele mais distante do grupo amino (posicdo para). Tais valores sdo menores que aqueles

observados para os carbonos aromaticos da substancia 3 devido ao ja citado efeito doador de

elétrons exercido pelo grupo amino. O carbono aromatico ligado ao grupo amino é

visualizado a 6 133,84. A diminuicdo do deslocamento em relacdo ao carbono ligado ao grupo

nitro presente no produto 3 também é devida ao efeito doador de elétrons do grupo amino. O

subespectro DEPT-135 (FIGURA 29) auxiliou na atribuicdo dos sinais de carbonos

metilénicos no espectro de RMN-C*.
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Figura 28 — Espectro de RMN de **C da substancia 5 (CDCls, 75 MHz).
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Figura 29 — Subespectro DEPT-135 da substancia 5 (CDCls, 75 MHz).
w0 o™ 3 [}
==} [} = [=;] =t [xe]
OCH4 5 w2 g o =
—_ - - — ] =
5 A8 oH [ [
| 1
4
T 2 NH,
5

LR

.m»mlqumd AW TR i o

00 130 180 170 160 140 130 120 110 100
f1 (ppm)

Fonte: Do autor.




62

No espectro no 1V da substancia 6 (FIGURA 30), obtida a partir do nitrodiidroeugenol
(4), merece destaque a presenca de duas bandas, a 3370 e 3307 cm™, caracteristicas de
deformac6es axiais de aminas primérias (NH>).

Figura 30 — Espectro no 1V da substancia 6.
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Fonte: Do autor.

Ja no espectro de RMN de *H da substancia 6 (FIGURA 31), observa-se que os sinais
relativos aos hidrogénios aromaticos, em ¢ 6,238 e 6,193, também sdo menores quando
comparados aos sinais desses hidrogénios no produto 4. Esse efeito é explicado pelo efeito
doador de elétrons do grupo amino, fazendo com que os atomos vizinhos possuam maior
densidade eletrénica. Dessa forma, o sinal em ¢ 6,193 corresponde ao hidrogénio aromatico

mais proXimo ao grupo amino, na posicao orto.



Figura 31 — Espectro de RMN de *H da substancia 6 (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de C da substancia 6 (FIGURA 32) nota-se os sinais relativos

aos carbonos aromaticos hidrogenados a ¢ 109,31 e 101,79. O efeito doador de elétrons do

grupo amino também influencia nesses valores, pois ao aumentar a densidade eletrénica dos

atomos de carbono vizinhos, diminui a quantidade de energia absorvida por eles, fazendo com

gue os sinais aparecam em valores menores aos observados para o produto 4. Assim, 0

carbono aromatico orto ao grupo amino apresenta menor valor de deslocamento quimico. Da

mesma forma, o carbono aromatico ligado diretamente ao grupo amino é visualizado a o

134,39, valor menor aquele observado para o carbono ligado ao grupo nitro, na substancia 4.
O subespectro DEPT-135 (FIGURA 33) auxiliou na atribuicdo dos sinais de RMN-"*C.



Figura 32 — Espectro de RMN de *3C da substancia 6 (CDCl;, 75 MHz).
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Figura 33 — Subespectro DEPT-135 da substancia 6 (CDCls, 75 MHz).
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Uma vez obtidas as substancias 5 e 6, elas foram utilizadas para obtencdo de bases de
Schiff (7a-d e 8a-d) (iminas que contém um grupo aromatico em pelo menos uma das
extremidades da ligacdo N=C) e amidas (11a-d e 12a-d). Esses intermediarios iminicos e
amidicos foram sintetizados como precursores dos benzoxazois, obtidos por reacdes
subsequentes de ciclo-oxidagéo e ciclo-desidratacéo, respectivamente.

As iminas séo geralmente sintetizadas pela condensacdo de um aldeido ou cetona com
uma amina primaria sob diversas condi¢cdes reacionais. Aqui, a sintese das iminas foi
realizada de duas formas. Em ambos 0s casos, a reacdo ocorreu na presenca de acido. A
catélise acida é importante, pois auxilia na eliminacdo de uma hidroxila, na forma de &gua,
para formacgdo do produto final. Sem ela a reacdo é lenta, pois depende da saida do hidrogénio
acido da amina. Porém é necessario que o pH fique entre 4 a 6. Em pH menor que 4, a amina
sera protonada, diminuindo sua nucleofilicidade e tornando a reagcdo mais lenta. Ja em pH
maior que 6, a concentracdo de protons é baixa, dificultando a protonacdo da hidroxila
(CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; LAYER, 1962; PATIL; ADIMURTHY, 2013).

As reacdes de formacdo de iminas envolvem adigcdo nucleofilica da amina ao aldeido
seguida de eliminacdo de agua. O &cido presente no meio reacional é capaz de protonar o
oxigénio carbonilico do aldeido, aumentando a eletrofilia do carbono ligado a ele. Em
seguida, o grupo amino age como nucledfilo e o nitrogénio se liga ao carbono carbonilico do
aldeido, passando a ter uma carga positiva. Ao mesmo tempo, a ligagdo © entre o carbono e
oxigénio se desfaz e os elétrons se movem para o0 oxigénio, neutralizando sua carga positiva.
Depois, ocorre a transferéncia de um proton do nitrogénio para o oxigénio, que adquire uma
carga positiva. Entdo, o nitrogénio usa seu par de elétrons para formar uma ligagdo m com 0
carbono vizinho, também adquirindo uma carga positiva, e a ligacdo carbono-oxigénio entdo
se quebra, eliminado uma molécula de agua. Por fim, a &gua age como base e remove um
préton do nitrogénio, restaurando seu par de elétrons e neutralizando sua carga (FIGURA 34)
(PATRICK, 2004)
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Figura 34 — Mecanismo da reacdo das substancia 5 e 6 com aldeidos, na presenca de acido.

R R
. .
Q HO

H N

OCH,4 OCHj4
@ . Ho%/©/ /@[ . .
R Kj \..
H
50ub6
OCHs R OCHj
OH , /@/ H,0 OH
|
-CC/\' =
T A
H {H H R
o)
H 7 H
OCHs
OH
o
L
R
7a-d e 8a-d
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As iminas sdo facilmente hidrolisaveis e durante sua sintese deve haver a remocao de
agua da mistura reacional. 1sso pode ser conseguido com o uso do Dean Stark, de peneiras
moleculares ou de agentes desidratantes (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). Assim,
no primeiro método (método A), a reacao entre os produtos 5 ou 6 com aldeidos foi realizada
na presenca de APTS e peneira molecular a temperatura ambiente (ANDRADE, 2004,
BENACHENHOU; MESLI; GUILARD, 2013; TAGUCHI; WESTHEIMER, 1971). A
peneira molecular tem a funcdo de captar a agua formada durante a reacdo, dificultando a
hidrolise das iminas, deslocando o equilibrio no sentido de formacéo dos produtos. O APTS &
um &cido organico forte, solivel em solventes organicos polares, e atua como catalisador
solido nessa reacdo. Esse acido tem sido muito utilizado em reacdes organicas. Apresenta
diversas vantagens, como 0 baixo custo, baixa toxicidade e grande estabilidade. Além disso, é

reciclavel, facil de manusear e termicamente robusto. E particularmente interessante para



67

sintese de iminas, uma vez que ndo introduz agua na reac¢do, como acontece com o HCI, por
exemplo (BAGHERNEJAD, 2011).

As iminas também foram sintetizadas por reacdo das substancias 5 ou 6 com aldeidos
na presenca de HCI e MgSQ, anidro, a 90°C (método B). O MgSO, anidro atua como agente
desidratante, substituindo a peneira molecular, e rendimentos altos ja foram obtidos
utilizando-o nessas sinteses (LIU, 1999). O HCI atua como catalisador acido, facilitando a
formacdo do produto por desidratacdo do aminal (PATIL; ADIMURTHY, 2013).

Durante as reagBes entre a substdncia 6 e o benzaldeido e 4-nitrobenzaldeido,
observou-se, por CCD, que outro produto menos polar havia sido formado, e haviam apenas
tracos de iminas. Esses produtos foram isolados por CCS (hexano/ acetato de etila, 9,5:0,5,
v/v) e analisados por espectroscopias no 1V e de RMN, pelas quais pode-se confirmar se tratar
dos benzoxazois 10a e 10d. As iminas provavelmente foram formadas num primeiro
momento, mas o fato dessas substancias ndo possuirem grupo doador de elétrons no anel
benzénico provavelmente influenciou para que a formagdo dos benzoxazois ocorresse
rapidamente, in situ. Grupos doadores de elétrons aumentam a densidade eletrbnica do
carbono iminico, o que dificulta o ataque nucleofilico, que deve acontecer para formacdo do
heterociclo. Uma vez que as iminas 8a e 8d ndo apresentam tais grupos, o carbono iminico
fica mais eletrofilico. Assim, um par de elétrons livres da hidroxila fendlica faz um ataque
nucleofilico a esse carbono, formando um intermediario que, em seguida, é oxidado ao
derivado benzoxazoélico. A oxidagéo € possivel, uma vez que a reacdo ocorre em atmosfera de
oxigénio, que pode agir como agente oxidante. O mecanismo € 0 mesmo que ocorre na
presenca de 6xido de prata, apresentado na Figura 35.

As iminas obtidas em ambos os casos ndo foram isoladas, pois essas substancias sao
geralmente instaveis e ndo havia interesse em avaliar a atividade biologica das mesmas.
Comparando os rendimentos brutos obtidos, podemos afirmar que o método B foi melhor que
0 método A, pois a reacdo € concluida em menor tempo e mais produto bruto € obtido. Sendo
assim, para a sintese dos benzoxazois (9a-d e 10b-c) foram utilizadas as iminas obtidas pelo
segundo método.

A ciclo-oxidacdo de iminas por meio de varios agentes oxidantes para formacédo de
benzoxazois ja foi descrita. Entretanto as reacGes geralmente requerem uso de grandes
quantidades de oxidantes fortes (CHO; LEE; CHEON, 2013; SRIVASTAVA,;
VENKATARAMANI, 1988). Aqui, a sintese dos derivados benzoxazélicos foi baseada no

trabalho de Yoshifuji, Nagase e Inamoto (1982), onde o agente oxidante utilizado é o 6xido de
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prata. Os autores afirmam que os produtos sdo obtidos em altos rendimentos, mesmo em
condic¢des mais brandas.

Acredita-se que 0s benzoxazois derivados de bases de Schiff sejam formados em duas
etapas. Num primeiro momento, h&d um equilibrio entre a base de Schiff e o intermediario
ciclico benzoxazolina. Na etapa seguinte, esse intermediario é oxidado, resultando no
benzoxazol (FIGURA 35) (CHO; LEE; CHEON, 2013).

Figura 35 — Mecanismo provavel da reacéo de ciclo-oxidagdo dos produtos 7a-d e 8a-d
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Os benzoxazois sintetizados por esse método foram obtidos com rendimentos muito
baixos, ao contrario daqueles descritos no artigo utilizado como referéncia. Possivelmente a
reacao anterior, para formacéo das iminas, ndo apresentou um rendimento satisfatorio.

Sendo assim, resolveu-se tentar obté-los por outro método, partindo de amidas. As
amidas podem ser obtidas por reacdo entre aminas e cloretos de acila, anidridos de acidos,
ésteres ou acidos carboxilicos. Os cloretos de acila sdo mais reativos que as demais
substancias citadas, pois 0 atomo de cloro exerce efeito retirador de elétrons, o que aumenta a
eletrofilicidade do carbono carbonilico, permitindo que este reaja até mesmo com nucleéfilos
fracos. Reacdes de acilacdo utilizando cloretos de acila ocorrem a temperatura ambiente, ou
até mesmo a temperaturas mais baixas, e apresentam altos rendimentos. (CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012; SOLOMONS; FRYHLE, 2002). Dessa forma, as amidas (11a-
d e 12a-d) foram obtidas por reacéo entre os produtos 5 e 6 e cloretos de acila, na presenca de
NaHCO; (SENER et al, 2000).

O método escolhido utiliza condi¢bes brandas de reacdo e a mistura reacional
permanece em banho de agua/gelo durante a adicdo do cloreto de acila, a qual ocorre aos
poucos. Porém, os cloretos de acila podem ainda reagir com hidroxilas alcodlicas ou
fendlicas, formando ésteres. Uma vez que as substancias 5 e 6 apresentam, além do grupo
amino, uma hidroxila fendlica, durante a reacdo pode haver a formacédo de ésteres, 0 que néo é
desejado. Entretanto, sob as condicdes reacionais descritas, o cloreto reage preferencialmente

com o grupo amino, que é mais nucleofilico que a hidroxila, dificultando a formacéo do éster.
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As aminas reagem com os cloretos de acila por meio de reagéo de adi¢do-eliminacao
nucleofilica em carbono aciclico. O 4&tomo de carbono da carbonila do cloreto de acila sofre
ataque nucleofilico pelo par de elétrons livres do nitrogénio da amina, formando um
intermediario tetraédrico. Em seguida, uma base presente no meio, nesse caso 0 anion
bicarbonato, capta um hidrogénio do intermediario. Por fim, um par de elétron do oxigénio
forma novamente a ligagdo dupla e o &tomo de cloro é liberado, resultando no produto final
(FIGURA 36). Dessa forma, o anion bicarbonato atua como base de Lewis e neutraliza o HCI
liberado durante a reacdo (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

Figura 36 — Mecanismo da reacdo das substancias 5 ou 6 e cloretos de acila, para obtencdo de amidas.

<|)
OCHs CO‘ R‘@—c—d: R
OH -.. ‘ .o
+ CI —_— H—N* _—
R NH, R' |
/ H Ho  OCH,

Fonte: Do autor.

Apesar das condicdes suaves de reacdo, em alguns casos foi detectada, por CCD, a
formacdo de outro produto. Na duvida quanto a identidade dessas substancias e havendo a
possibilidade de serem os produtos de acilacdo da hidroxila fendlica, todas as vezes em que
houve a formacdo de duas substancias, o produto bruto foi tratado com solugéo de bicarbonato
de sddio em metanol e agua por 24 horas a temperatura ambiente (BORA, 2011). Apesar de
existirem relatos da obtencdo de benzoxazois partindo de amidas quando a hidroxila fenélica
também ¢ acilada (DeLUCA; KERWIN, 1997), optamos por realizar sua desacilacdo, para
que fosse possivel isolar e caracterizar as amidas. Essa condicdo é suave e permite desacilar a
hidroxila fendlica sem alterar a amida. Os ésteres sofrem ataques nucleofilicos em condicdes
mais brandas e mais rapidamente do que as amidas, uma vez que essas Sd0 muito estaveis
devido a deslocalizacdo de elétrons. Por exemplo, para serem hidrolisadas, as amidas devem
ser submetidas a mais condi¢des drasticas, como aquecimento a temperaturas elevadas e uso

de 4cidos ou bases fortes, por longos periodos. Esteres de fendis, como nesse caso, sd0 mais
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facilmente hidrolisados que ésteres de alcool, uma vez que o fenol formado tem sua estrutura
estabilizada por ressondncia (CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012; SOLOMONS;
FRYHLE, 2002).

O mesmo se aplica a reacOGes de transesterificacdo, como a que foi utilizada na
desbenzoilagdo dos subprodutos tipo éster. Na Figura 37 € mostrado o mecanismo sugerido

para essa reagao.

Figura 37 — Mecanismo proposto de desacilacdo de éster na presenca de bicarbonato de sédio, &gua e metanol.
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Fonte: Do autor.

A seqguir, sdo apresentados os espectros de RMN das amidas 11b e 12c, representativas
das séries derivadas do eugenol e diidroeugenol, respectivamente, bem como a discussdo dos
principais sinais observados.

No espectro de RMN de *H da substancia 11b (FIGURA 38), destacam-se a presenca
dos sinais referentes aos quatro hidrogénios do anel que contém um atomo de cloro, 0s quais
sdo visualizados como dois dupletos em 7,835 e 7,445 ppm. Por ser um atomo doador de
elétrons por ressonancia, o cloro blinda os hidrogénios mais préximos a ele, que apresentam
um menor deslocamento quimico. Também merecem destaque o sinal a 8,302 ppm, que
corresponde ao hidrogénio ligado ao nitrogénio. Nota-se ainda diferencas nos valores dos
hidrogénios do anel aromatico derivado do eugenol em relacdo ao amino. Aqui, aparecem a
7,720 e 6,533, sendo o de maior valor aquele mais proximo ao grupo amida, pois este exerce

um efeito retirador de elétrons, ao contrario do grupo amino, que é doador de elétrons.
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Figura 38 — Espectro de RMN de *H da substancia 11b (CDCl3, 300 MHz).
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de **C da substancia 11b (FIGURA 39), destaca-se a presenca
do sinal a 164,44 ppm, correspondente ao carbono carbonilico. Também verifica-se a
presenca dos sinais referentes aos quatro carbonos no anel contendo o atomo de cloro, a
138,13, 133,10, 128,99 e 128,54 ppm. O carbono ligado diretamente ao cloro apresenta maior
deslocamento quimico devido ao efeito retirador de elétrons por efeito indutivo exercido por
esse atomo. Algumas atribuicbes podem ser confirmadas pelo subespectro DEPT-135
(FIGURA 40).



Figura 39 — Espectro de RMN de *3C da substancia 11b (CDCls, 75 MHz).
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Figura 40 — Subespectro DEPT-135 da substancia 11b (CDCls, 75 MHz).
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No espectro de RMN de *H da substancia 12c (FIGURA 41), destacam-se a presenca
dos sinais referentes aos quatro hidrogénios do anel que contém o grupo metoxila. Esses
hidrogénios sdo observados como dois multipletos em 7,900-7,851 e 6,995-6,947 ppm. O
grupo metoxila, assim como o &tomo de cloro, é um grupo doador de elétrons por ressonancia,
e age blindando os hidrogénios mais préximos a ele, que apresentam um menor deslocamento

quimico. Observa-se ainda o sinal a 8,236 ppm, referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio.

Figura 41 — Espectro de RMN de *H da substancia 12¢ (CDCls, 300 MHz).
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de **C da substancia 12c (FIGURA 42), destaca-se a presenca do
sinal a 165,17 ppm, correspondente ao carbono carbonilico. Os sinais referentes aos quatro
carbonos no anel contendo o atomo de cloro séo visualizados & 162,51, 129,02, 125,85 e
113,95 ppm. O carbono ligado diretamente a metoxila apresenta maior deslocamento quimico
devido ao efeito retirador de elétrons por efeito indutivo exercido por esse grupo, o qual
ocorre devido a eletronegativa do atomo de oxigénio. Por ser um forte doador de elétrons por
ressonancia, o grupo metoxila faz com que os carbonos vizinhos fiqguem mais blindados que
aqueles mais distantes. Algumas atribui¢c6es podem ser confirmadas pelo subespectro DEPT-
135 (FIGURA 43).



Figura 42 — Espectro de RMN de *3C da substancia 12¢ (CDCls, 75 MHz).
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Figura 43 — Subespectro DEPT-135 da substancia 12¢ (CDCls, 75 MHz).
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Por fim, atraves da ciclizacdo dessas amidas (11a-d e 12a-d), foram obtidos novamente
0s benzoxazois (9a-d e 10a-d). A reacdo ocorreu em tolueno na presenca de APTS a 110°C. O
procedimento € simples e rendimentos considerdveis sdo descritos para essa metodologia
(NAKAMURA; YASUI; BAN, 2013). O APTS presente no meio reacional é capaz de
protonar a carbonila da amida, aumentando sua eletrofilia, a qual entdo fica mais suscetivel a
ataques por nucleo6filos. Em seguida, a hidroxila fendlica ataca esse carbono, formando um
heterociclo intermediério. Entdo, ocorre uma transferéncia de prétons, seguida de eliminacédo
de uma molécula de dgua e formacgdo de dupla ligagdo entre nitrogénio e carbono, sendo que o
nitrogénio adquire carga positiva. Um dos pares de elétrons livres do oxigénio da molécula de
agua liberada capta o hidrogénio que esta ligado ao dtomo de nitrogénio, neutralizando sua
carga e formando o produto final. Esse provavel mecanismo de reacdo esta representado
abaixo (FIGURA 44).

Figura 44 — Mecanismo provével de obtenc&o dos derivados benzoxazolicos via amidas.
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Fonte: Do autor.

O uso do APTS como catalisador dessa reacdo se justifica devido ao seu baixo custo,
facilidade de manuseio (por ser um acido sélido) e baixa toxicidade, além de ser estavel e
soluvel em solventes organicos, como o tolueno. Como é necessaria a eliminacdo de agua
para que ocorra a formacao dos benzoxazois, seu uso é apropriado, uma vez que ndo introduz
agua na reacdo (BAGHERNEJAD, 2011).

Na sequéncia, sdo apresentados e discutidos os espectros no IV e de RMN de dois
benzoxazois representativos da série, 9b e 10c.

Dos dados obtidos pela analise por espectroscopia no IV para a substancia 9b
(FIGURA 45), nota-se a auséncia de bandas caracteristicas de carbonila (1820-1630 cm™), de



76

hidroxila (3200-2500 cm™) e de ligagdo N-H (3500-3070 cm™), o que indica que bandas
relacionadas & amida de partida ndo mais existem no produto. Destaca-se a presenga de uma
banda & 1624,73 cm™, caracteristica de deformagao axial de ligacdo C=N.

Figura 45 — Espectro no 1V da substéncia 9b.
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H da substancia 9b (FIGURA 46), destacam-se os sinais
relativos aos atomos de hidrogénio presentes no anel benzénico para-substituido, que
aparecem como multipletos a ¢ 8,205-8,160 (H2’) ¢ ¢ 7,496-7,451 (H3’). Nesse caso, o H3’
apresenta um menor deslocamento quimico comparado ao H2’ devido ao efeito doador de
elétrons do atomo de cloro, que faz com que a&tomos mais proximos a ele possuam uma maior
densidade eletronica, ficando mais blindado. Observam-se também diferencas nos valores de
deslocamento quimico dos hidrogénios aromaticos do anel proveniente do eugenol quando
comparados aos sinais exibidos para o aminoeugenol. O H4 aparece a 6 7,188 e 0 H6 a ¢
6,708. Tais valores sdo maiores que os obtidos para o aminoeugenol, provavelmente devido a
mudanca na hibridizagdo do nitrogénio, de sp* para sp®, o que aumenta sua capacidade de
atrair elétrons, desblindando os hidrogénios vizinhos. Sinais caracteristicos da cadeia alilica

do eugenol e da metoxila estdo presentes.
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Figura 46 — Espectro de RMN de *H da substancia 9b (CDCl;, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *C da substancia 9b (FIGURA 47), destacam-se 0s sinais
referentes aos 6 carbonos do anel benzénico para-substituido a 6 125,60 (C1°), 128,84 (C2’),
129,17 (C3%) e 137,77 (C4’). Por ser um atomo eletronegativo, o dtomo de cloro exerce um
efeito retirador de elétrons no carbono ligado diretamente a ele, o qual fica mais desblindado
que os demais carbonos do anel. Também é importante notar o sinal a ¢ 162,08,
correspondente ao C2, do anel benzoxazdlico. Os sinais relativos aos carbonos 3a e 7a
aparecem a o 143,81 e 137,62. O sinal do carbono 7a é diferente dos valores encontrados na
literatura, que sdo em torno de 150 ppm. Isso pode ser explicado pelo efeito doador de
elétrons exercido pela metoxila préxima a este carbono, que o deixa com uma maior
densidade eletrbnica, consequentemente absorvendo uma menor quantidade de energia e
apresentando menor deslocamento quimico. Ja os sinais de C2 e C3a sdo préximos aos
encontrados em outros trabalhos (VARMA; KUMAR, 1998; SCHNURCH; HAMMERLE;
STANETTY, 2010). O sinal caracteristico de carbono carbonilico esta ausente. As atribuic6es
relativas aos carbonos metilénicos podem ser confirmadas pelo subespectro DEPT-135
(FIGURA 48).



Figura 47 — Espectro de RMN de **C da substancia 9b (CDCls, 75 MHz).
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Figura 48 — Subespectro DEPT-135 da substancia 9b (CDCls, 75 MHz).
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Dos dados obtidos pela anélise na regido do 1V para a substancia 10c (FIGURA 49),
também é possivel notar a auséncia de bandas caracteristicas de carbonila (1820-1630 cm™),
de hidroxila (3200-2500 cm™) e de ligacdo N-H (3500-3070 cm™), além da a presenca de uma
banda & 1622,32 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligacdo C=N, sugerindo a

formacdo do benzoxazol, a qual foi comprovada pela analise dos espectros de RMN.

Figura 49 — Espectro no 1V da substancia 10c.
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Fonte: Do autor.

No espectro de RMN de 'H da substancia 10c (FIGURA 50), destacam-se os
multipletos relativos aos atomos de hidrogénio presentes no anel benzénico para-substituido,
a 0 8,220-8,171 (H2’) e o 7,026-6,917 (H3’). Aqui, o H3’ também apresenta um menor
deslocamento quimico comparado ao H2’, porém devido ao efeito doador de elétrons do
grupo metoxila, que torna os atomos vizinhos mais blindados, o que diminui a quantidade de
energia absorvida por eles. Nota-se também que os valores de deslocamento quimico dos
hidrogénios aromaticos do anel proveniente do eugenol, a ¢ 7,149 (H4) e ¢ 6,668 (H6) sdo
maiores que aqueles obtidos para o aminodiidroeugenol, devido a ja citada mudanca na
hibridizacdo do nitrogénio. Sinais caracteristicos da cadeia propilica do diidroeugenol e da
metoxila estdo presentes. Além disso, nota-se um sinal referente aos trés atomos de

hidrogénico do outro grupo metoxila, presente no anel benzénico, a ¢ 3,875.
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Figura 50 — Espectro de RMN de *H da substancia 10c (CDCls, 300 MHz).
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No espectro de RMN de *C da substancia 10c (FIGURA 51), observam-se 0s sinais
referentes aos seis carbonos do anel benzénico a 0 119,73 (C1°), 129,34 (C2’), 114,24 (C3*) e
162,19 (C4’), além do sinal do carbono da metoxila liga a esse anel a ¢ 55,40. O atomo de
oxigénio da metoxila é eletronegativo e, assim como o atomo de cloro, exerce um efeito
retirador de elétrons no carbono ligado diretamente a ele, o qual fica mais desblindado que os
demais carbonos do anel. Por ser mais eletronegativo que o cloro, o oxigénio deixa o carbono
mais desblindado, razdo pela qual seu deslocamento quimico € ainda maior. Ainda, o efeito
doador de elétrons da metoxila faz com que 4&tomos na posicao orto fiquem mais blindados
que aqueles na posi¢do meta, o que ¢ observado nos valores de C2’ e C3°. Também é
importante notar o sinal a ¢ 163,09, correspondente ao C2 do anel benzoxazdlico, o qual é
desblindado principalmente devido aos efeitos retirador de elétrons dos atomos de oxigénio e
nitrogénio, além do fato de estar ligado a um nitrogénio hibridizado sp?, o que faz com que o0s
elétrons figuem mais deslocalizados, diminuindo a nuvem eletrénica desse carbono. Os sinais
relativos aos carbonos 3a e 7a aparecem a ¢ 143,97 e 138,08. Por fim, também ndo é
observado sinal caracteristico de carbono carbonilico Pelo subespectro DEPT-135 (FIGURA

52), pode-se confirmar parte das atribuigdes.



Figura 51 — Espectro de RMN de *3C da substancia 10c (CDCls, 75 MHz).
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Figura 52 — Subespectro DEPT-135 da substancia 10c (CDCls, 75 MHz).
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Os benzoxazois sintetizados a partir das amidas foram obtidos em rendimentos
superiores aqueles formados a partir das iminas, como foi possivel observar na Tabela 8,
mostrada anteriormente. As metodologias utilizadas sdo mais simples e répidas, gerando
menores custos. Sendo assim, esse foi 0 método mais eficiente para obtencdo dos derivados
benzoxazélicos propostos nesse trabalho.

4.2 AVALIACAO BIOLOGICA

Os oito derivados benzoxazolicos sintetizados bem como o eugenol, foram avaliados
quanto a atividade antifingica contra Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata,
Candida parapsilosis e Candida tropicalis, e a acdo antibacteriana, contra Escherichia coli
(ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Também foi avaliada a citotoxicidade
dessas substancias frente a células sanguineas mononucleares periféricas humanas.

Os produtos considerados ativos foram aqueles que promoveram a inibicdo do
crescimento da espécie microbiana testada em concentragdes 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. Tais concentracOes ndo foram testadas por diferir muito das concentracdes
encontradas para as substancias de referéncia, portanto sem utilidade pratica a nosso ver.

Analisando os resultados obtidos para os testes de atividade antibacteriana, os quais
foram realizados contra a bactéria Gram negativa Escherichia coli e contra a bactéria Gram
positiva Staphylococcus aureus, concluimos que nenhum dos derivados benzoxazolicos foi
capaz de inibir o crescimento dessas espécies nas concentracfes avaliadas. O eugenol também
ndo exibiu acdo contra essas bactérias. Por sua vez, o cloranfenicol, farmaco utilizado como
padrdo, mostrou grande atividade contra essas espécies. O padrdo, que é uma substancia capaz
de inibir o crescimento dos micro-organismos utilizados nas analises, deve sempre ser testado,
juntamente com os produtos de interesse, pois tem como funcdo ser o controle positivo do
teste que esta sendo realizado.

Ja na avaliacdo antifingica foram obtidos alguns resultados interessantes. Tais
resultados, assim como aqueles advindos da avaliacdo de citotoxicidade frente a células

humanas, estdo resumidos na Tabela 9 e discutidos adiante.
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Tabela 9 — Resultados obtidos da avaliagdo da atividade antifingica e de citotoxicidade sobre células sanguineas

mononucleares dos derivados benzoxazolicos.

Clso (UM)
Substancia s ¥ CCeo IS
CA CT CK CP CG (LM)
OCH3
C i i i i i 1208 -
OCH,
k/ﬁ:[ C i i i i i 558 -
OCH3
C 338 i i i 338 388 2,6
OCHjs
k/@[ : 380 i i i i 1111 2,9
OCH,
k/@ C 321 i 321 i i 613 19
OCHjs
K/C[ij W i i 332 i 332 629 1,9
10b
OCH3
C i i i i i 1216 -
OCH3
C i i i i i 489 -
10d
OCHjs
| OH
i i 610 i i 549 0,9
Eugenol
Fluconazol 1,6 3,3 104,3 3,3 52,2 na na

Fonte: Do autor.

Notas: CA: C. albicans, CT: C. tropicalis, CK: C. krusei, CP: C. parapsilosis, CG: C. glabrata.
IS: indice de seletividade, dado pela razdo CCsy/Cls.
i: inativo até 100 pg.mL™. na: ndo avaliado.
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O eugenol exibiu atividade apenas contra C. krusei, porém com poténcia cerca de duas
vezes menor que para os produtos 10a e 10b. Os mesmos foram apenas trés vezes menos
potentes que o farmaco referéncia fluconazol contra essa espécie. Os produtos 9c, 9d e 10a, ao
contrério do eugenol, exibiram atividade contra C. albicans. De acordo com um trabalho
realizado por Podunavac-Kuzmanovi¢a e colaboradores (2012), quanto maior o logP da
substancia, maior sua acdo contra C. albicans. Uma vez que 0s benzoxazois sdo mais
lipofilicos que o eugenol, esse achado corrobora os resultados encontrados por esses autores.
As substancias 9c e 10b foram capazes de inibir o crescimento de C. glabrata, enquanto o
eugenol ndo apresentou qualquer atividade contra essa espécie nas concentracdes testadas.
Porém, nenhum dos produtos testados foi capaz de inibir o crescimento de C. tropicalis e C.
parapsilosis nas concentragdes utilizadas. Sendo assim, quando comparados ao eugenol,
alguns derivados benzoxazoélicos apresentaram melhoria na poténcia antifungica. Embora
relevantes, tais valores ainda sdo muito inferiores aqueles apresentados pelo fluconazol,
utilizado como referéncia. Entretanto, como ndo foram efetuados estudos de mecanismos de
acdo, essas substancias ndo agem, necessariamente, no mesmo alvo molecular que o farmaco
referéncia.

Analisando-se os resultados obtidos na avaliagcdo de citotoxicidade, pode-se notar que
0s benzoxazois sdo menos toxicos as células humanas que o eugenol, uma vez que é
necessaria uma maior quantidade dessas substancias para exercer efeitos nocivos nas células.
Entre as substancias que exibiram atividade, a 9d foi a que apresentou menor citotoxicidade
(cerca de 3 vezes). Considerando as substancias 9c, 9d, 10a e 10b, que foram aquelas que
apresentaram atividade antifungica em concentragdes menores que 100 pug/mL, esses valores
sdo interessantes, pois observa-se que sdao maiores que aqueles necessarios para que haja a
acao.

Nesse trabalho, foram propostas as trocas da cadeia lateral alilica do eugenol por uma
cadeia propilica, e do substituinte do anel aromatico ligado ao nlcleo benzoxazélico, para
avaliar como esses grupos afetariam a atividade bioldgica e a citotoxicidade. Pelos dados
apresentados, pode-se notar que ndo ha uma relacéo clara entre a natureza da cadeia lateral ou
a presenca grupos doadores ou retiradores elétrons e a inibicdo do crescimento dos fungos, ao
contrario do observado no estudo de Vodela (2013), onde afirmou-se que o derivado com
substituinte 4-nitrofenila exibia uma maior atividade antifungica e que a presenca de grupos
fenila e 4-clorofenila também influenciavam positivamente a acdo biologica. Ertan e
colaboradores (2009) também observaram em seu estudo que a presenga de um atomo de

cloro potencializava a agdo antifungica.
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Por outro lado, observa-se que as substancias ativas derivadas do eugenol apresentam
menor citotoxicidade quando comparados aos derivados do diidroeugenol, apesar de estes
ainda serem menos téxicos que o eugenol. J& os grupos presentes na posicdo 4 do anel
benzénico parecem ndo influenciar na toxicidade frente as células humanas.

Por fim, conclui-se que a unido entre eugenol ou diidroeugenol e um nucleo
benzoxazoblico é interessante, pois resulta em produtos menos toxicos que seu precursor, e
com maior atividade antifingica, apesar de os valores de Clso encontrados serem maiores que
aqueles obtidos para o fluconazol. Outras modificacOes estruturais podem ser feitas nas
substancias obtidas, a fim de se obter produtos com maior poténcia e menor toxicidade.
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5 CONCLUSOES

Nesse trabalho foram sintetizados oito benzoxazois inéditos por hibridizacéo
molecular envolvendo o eugenol. A preparacdo dos mesmos por meio da sintese e ciclo-
condensacdo de amidas foi mais eficaz que empregando iminas como intermediarios. Esses
benzoxazois, ao serem avaliados frente a micro-organismos, ndo apresentaram acéo
antibacteriana contra S. aureus ou E. coli. Entretanto, os benzoxazois 9c, 9d, 10a e 10b foram
ativos contra ao menos uma espécie de Candida sp. Os valores de Clso encontrados para essas
substancias foram inferiores aquele obtido para o eugenol, embora elas tenham sido muito
menos ativas que o fluconazol. Em termos de citotoxicidade, esses quatro benzoxazois foram
menos toxicos que o eugenol. Nao foi observada influéncia clara das diferencas estruturais
nos efeitos encontrados. Mesmo assim, esses achados mostram que novos benzoxazois podem

ser planejados a partir do eugenol a fim de se obter derivados com atividades superiores.
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APENDICE S — Espectro de RMN de **C da substancia 9a (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE T- Espectro de RMN de *C da substancia 9c (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE U — Espectro de RMN de *3C da substéancia 9d (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE V — Espectro de RMN de **C da substancia 10a (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE W — Espectro de RMN de *3C da substancia 10b (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE X — Espectro de RMN de **C da substancia 10d (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE Y — Espectro de RMN de **C da substancia 11a (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE Z — Espectro de RMN de **C da substancia 11¢ (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE AA — Espectro de RMN de *C da substancia 11d (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE BB — Espectro de RMN de **C da substancia 12a (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE CC - Espectro de RMN de **C da substancia 12b (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE DD - Espectro de RMN de *C da substancia 12d (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE EE — Subespectro DEPT-135 da substancia 9¢ (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE FF — Subespectro DEPT-135 da substancia 9d (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE GG — Subespectro DEPT-135 da substancia 10a (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE Il — Subespectro DEPT-135 da substancia 10d (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE KK — Subespectro DEPT-135 da substancia 11¢ (CDCls, 75 MHz)
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APENDICE MM — Subespectro DEPT-135 da substancia 12a (CDCls, 75 MHz)
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Fonte: Do autor.
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APENDICE 0O — Subespectro DEPT-135 da substancia 12d (CDCls, 75 MHz)
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Fonte: Do autor.



