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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Quimica
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE DERIVADOS
ISOXAZOIS

AUTORA: Luciana Almeida Piovesan
ORIENTADOR: Alex Fabiani Claro Flores

Santa Maria, 03 de marco de 2005.

Sabendo que compostos isoxazolinicos tém demonstrado grande variedade de
atividades farmacoldgicas e que essas atividades poderiam ser acentuadas pela
presenca de grupos halometil-substituintes no ciclo isoxazolinico este trabalho mostra
a sintese das séries de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazodis 2a-0, 5-carboxil-
isoxazobis 3a-o0 e 3-aril-5-tricloro(fluor)metilisoxazois, 4j, 4p-t, 5], 5p-t e a posterior
avaliagdo da atividade antimicrobiana dessas séries de compostos.

Os testes de avaliacdo antimicrobiana foram feitos usando a técnica de diluigao
em caldo, frente a um banco de cepas catalogadas representadas por bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus aureus), Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa) e leveduras (Candida spp e Cryptococcus neoformans).

Todos os derivados isoxazolinicos testados apresentaram atividade
antimicrobiana nas concentragdes testadas, sendo que, de modo geral, as espécies de
leveduras foram mais sensiveis que as espécies de bactérias e os valores de

concentragdo inibitéria minima variaram de 0,019 a 1,25mg/mL,

Palavras-chaves: Isoxazois, Avaliagdo Antimicrobiana.
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ADVISOR: Alex Fabiani Claro Flores
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Isoxazoles compounds have been showing a great variety of pharmacological
activities. Such activities might be increased by the presence of halomethyl-substitute
groups in isoxazoles.

This work shows the synthesis of the series of 5-trichloromethyl-5-hydroxi-4,5-
dihydroisoxazoles 2a-0, 5-carboxy-isoxazoles 3a-0 e 3-aryl-5-
trichloro(fluoro)methylisoxazoles, 4j, 4p-t, 5], 5p-t compounds, and further evaluation
of the antimicrobial activity, by using the broth dillution technique, considering a bank of
catalogued strains, represented by Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus),
Gram-negative bacteria (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa), and yeast
(Candida spp and Cryptococcus neoformans).

All of the tested isoxazoles have presented antimicrobial activity at the tested
concentrations, and the yeast species were more vulnerable than the bacteria species,
being the values of minimum inhibitory concentration between 0,019 mg/mL and 1,25

mg/mL.

Key words: isoxazoles, antimicrobial evaluation.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Compostos heterociclicos estdo distribuidos na natureza, desempenhando
papel essencial no desenvolvimento da vida no planeta. Assim, um grande numero
destes compostos € conhecido e este numero vem crescendo rapidamente nas
ultimas décadas, proporcionalmente ao desenvolvimento dos processos de sintese.
Isso demonstra porque os compostos heterociclicos sao alvos constantes do
interesse de pesquisadores em varias areas da quimica.’

O sucesso do uso de composto heterociclicos em muitos campos da quimica
aplicada e em estudos fundamentais e tedricos deve-se a sua grande variedade e
complexidade estrutural. Isto leva, virtualmente, a uma série ilimitada de estruturas
novas, com uma larga faixa de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, tendo um
largo espectro de reatividade e estabilidade. Outra consequéncia de suas variagdes
nas reatividades quimicas, inclui a possivel abertura do anel heterociclico, com a
obtencdo de estruturas nao-ciclicas, estrategicamente funcionalizadas.’

Nosso trabalho no Nucleo de Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) é o desenvolvimento de estratégias
para a sintese de precursores de heterociclos, utilizando como blocos iniciais
enoléteres, acetais ou enaminas, os quais ao sofrerem uma reagao de substituicao
eletrofilica no carbono-B com agentes acilantes trialometilados levam a uma série
ampla de 1,1,1-trialometil-4-alcoxi-3-alquen-2-onas ou 1, 3-dicetonas.>* Estes blocos
precursores 1,3-dieletrofilicos, véem sendo utilizados na obtencdo de séries de
heterociclos de 5- 6- e 7-membros, a partir da reacdo de condensacédo com 1,2-, 1,3-
e 1,4-dinucledfilos.” A presenca de grupos halometil-substituintes no heterociclo,
bem como no precursor, tem possibilitado a solugcdo de problemas sintéticos e,
também, a observacido de efeitos destes substituintes no comportamento quimico,
espectroscopico e na atividade bioldgica dos compostos obtidos.® Nossos estudos
puderam demonstrar, até o momento, que a presenga de grupos trialometila ou
dialometila no precursor dieletréfilo trouxe como efeito direto, o estabelecimento de
uma regioquimica bem definida no fechamento do anel heterociclico.® Foi
demonstrado também, que a existéncia do grupo trialometila ou dialometila em um

composto heterociclico trouxe como consequéncia a possibilidade de funcionalizagao



deste grupo “one pot” no préprio meio para ciclizagdo ou em passos posteriores,
gerando principalmente grupos carbonilas substituintes.®

Portanto, ja esta estabelecida nos laboratérios de sintese do NUQUIMHE uma
rotina de produgdo de séries de substancias heterociclicas inéditas, em escala de
gramas, obtidas em alto grau de pureza. Essas substancias inéditas tém as suas
estruturas moleculares estudadas e bem estabelecidas, utilizando, principalmente,
dados de analise elementar, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de
massas. As suas caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade, densidade, pontos de
fusdo ou ebulicdo) também sdo alvos de nossos estudos, pois fundamentam os
parametros de funcionalidade e aplicabilidade pratica das novas substancias.

Dentre essas séries de compostos heterociclicos, os isoxazois sdo uma classe
de muito interesse. Compostos contendo heterociclos isoxazodis sdo conhecidos por
diversas atividades biolégicas, sdo antiinflamatérios, anti-hipertensivos,
antimicrobianos, entre outras.

De outro modo, a vulnerabilidade da populagdo humana as doengas
infecciosas por microrganismos resistentes € um problema mundial. O numero de
casos clinicos de infec¢des por bactérias e fungos multirresistentes esta aumentando
a uma velocidade alarmante. Outro fato a ser considerado € a epidemia mundial da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglés Acquired Immune
Deficiency Syndrome) que favorece o surgimento de infec¢des oportunistas fatais.

Por tudo isso, existe a necessidade constante de produgcédo de novos agentes
com atividade antimicrobiana. A pesquisa por agentes antimicrobianos é urgente,

considerando a nossa vulnerabilidade aos nossos mais nefastos predadores.

Considerando os fatos descritos e, além disso, a urgéncia da formagao de
redes de producao de conhecimento e de profissionais capacitados nessa interface
estratégica, ligando a producdo de moléculas inéditas, de maneira sistematica e a
busca de aplicagcbes desses novos materiais em novas tecnologias, os objetivos

propostos para este trabalho sao:

1. A sintese da série de compostos 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazois 2a-o,
isoxazois-5-acido carboxilico 3a-o e 3-aril-5-tricloro(flior)metilisoxazdis, 4j, 4p-t, 5j,

5p-t, em grau de pureza analitico em escala de gramas;



2. A avaliagdo da atividade antimicrobiana das séries de compostos sintetizados
usando a técnica de diluicdo em caldo, utilizando cepas padrdes representadas por
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus), gram-negativas (Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa) e leveduras (Candida albicans, Candida lusitaniae,

Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans);

3. Para os compostos ativos determinar os valores da concentrag&o inibitoria minima
(CIM) e da concentragédo bactericida minima (CBM) ou da concentragédo fungicida
minima (CFM) e compara-los com valores de compostos padrdes de atividade
antimicrobiana, o antibacteriano ampicilina e o antifungico fluconazol, realizando uma

analise da relagao entre a estrutura quimica e a atividade dos compostos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Farmacos Antimicrobianos

2.1.1 A patogenia (viruléncia) das bactérias e fungos

Viruléncia refere-se a habilidade do microrganismo em estabelecer uma
infeccdo e causar uma doenca. Essa capacidade quantitativa de causar doencas é
influenciada por inumeros fatores como temperatura, pH, fatores de defesa do
hospedeiro, predisposicdo genética tanto do hospedeiro quanto do microrganismo,
entre outros.®%™°

A identificacdo e caracterizacdo dos fatores de viruléncia que auxiliam na
patogenicidade de bactérias e fungos sustenta o planejamento, desenvolvimento e
producdo de drogas que podem ser aplicadas especificamente a algum
microrganismo ou a diferentes classes de bactérias ou fungos patégenos.® %"

A Tabela 1 mostra alguns dos principais microrganismos patogénicos.

Os fungos, mais que as bactérias, apresentam uma tendéncia especial
para causar infecgdes em individuos com o sistema imunologico comprometido. Os
individuos com AIDS, diabetes, submetidos a tratamento antineoplasico ou mulheres
gravidas, apresentam uma maior probabilidade de desenvolver infecgbes fungicas
graves. Algumas vezes, os individuos com comprometimento da imunidade
apresentam infecgbes causadas por fungos que dificimente causam males aos
individuos que possuem um sistema imunolégico normal.

Considerando as infeccbes oportunistas que acometem pacientes
portadores de AIDS, a criptococose € a quarta causa mais frequente de
infecgdo.™"*'* O numero crescente de pacientes portadores de AIDS no Brasil reflete
aumento nas infecgdes causadas por este fungo patogénico. De acordo com dados
do Ministério da Saude - Coordenacdo Nacional de Doencas Sexualmente
Transmissiveis/AIDS (DST/AIDS)', no periodo compreendido entre 1980 e 1997,
4,3% das infecgdes oportunistas associadas a pacientes com AIDS foram causadas

por C. neoformans.



Tabela 1 - Alguns dos principais microrganismos patogénicos.

Patégeno Caracteristicas Doencas causadas Resisténcia®
S.aureus Bactéria Gram-positiva, | Infec¢des piogénicas (desde abscessos até Sim
pertencente a flora osteomielites) e das vias respiratorias, até
normal humana.'® pneumonia; infeccdes alimentares."’
E. coli Bactéria Gram- Infecgbes do trato urinario, infecgcbes do | Sim
negativa, pertencente a | sangue, diarréia e faléncia dos rins.'
flora normal humana."®
P. aeruginosa Bactéria Gram- Septicemia e pneumonia, frequentes em Sim
negativa, oportunista.”® | casos de fibrose cistica ou imunussupressao;
ceratite ulcerativa aguda em usuarios de
lentes de contato ou por cirurgias oculares."®
Candida spp Leveduras gram- Infecgdes oportunistas na pele, cavidade oral, | Sim
positivas de baixa esOfago, trato gastrointestinal, vagina e
viruléncia, pertencentes | sistema cardiovascular, denominadas
a flora normal candidiases.®'*?°
humana.®"? Infeccbes mais sérias podem envolver o
coracgao (endocardite), o sangue (septicemia)
e o cérebro (menigite). *’
C. neoformans | Levedura encapsulada, | Infecgbes fatais em pacientes normais e Sim

nao pertencente a flora
normal humana,
existindo duas
variedades: C.
neoformans var.
neoformans (sorotipos
A e D) e C. neoformans
var. gattii (sorotipos B e
C)_8,13

imunocomprometidos, denominadas
criptococoses, pela inalagéo do fungo, que
pode se disseminar a partir dos pulmoes, por
via hematogénica, para outras visceras, com
especial preferéncia pelo sistema nervoso
central, simulando neoplasia maligna e

meningite bacteriana ou viral.?

@Ja foram identificadas cepas resistentes aos antibiéticos e quimioterapicos comercializados.



2.1.2 Evolugéo dos agentes antibacterianos

Agentes antibacterianos sdo drogas usadas no tratamento de infecg¢des
causadas por bactérias, sendo que de acordo com sua agao podem ser classificados
em bactericidas ou bacteriostaticos. Os agentes mais amplamente utilizados em
infecgdes bacterianas sistémicas sdo os antibidticos e sulfonamidas. %2

Pasteur e Jouber, em 1877, foram o0s responsaveis pelos primeiros
conhecimentos acerca dos antibiéticos. Fleming (1928) contribuiu valorosamente
com o primeiro componente através da contaminagdo acidental de uma colénia de
Staphylococcus que foi lisada pelo fungo do género Penicilium notatum.

A era moderna da terapia antimicrobiana teve inicio em 1936, com 0 uso
clinico das sulfonamidas e seus derivados com agao antibacteriana. No decorrer da
22 Guerra Mundial, as sulfas passaram a ser usadas em infec¢des decorrentes dos
ferimentos da guerra e em disenterias bacilares, confirmando a sua efetividade. A 22
Guerra Mundial, portanto, provocou um grande desenvolvimento da industria
quimico-farmacéutica de sintese, originando-se dai inUmeros novos quimioterapicos,
acarretando no surgimento de uma nova era no tratamento das infecgbes, com a
introducdo dos antibidticos na pratica médica.?*?

A producdo da penicilina em 1941, em escala industrial, causou uma
revolugao no tratamento das infecgdes. A partir de 1943, com o uso terapéutico da
penicilina, estava iniciada a era da antibioticoterapia. ?%

Porém, desde o inicio da era da antibioticoterapia, o aparecimento de
patdgenos resistentes as drogas antimicrobianas ja era uma realidade. Por isso,
novas drogas continuaram a ser alvo dos cientistas e, em 1949, o cloranfenicol foi
obtido por sintese quimica em laboratério. Nos anos seguintes, muitos outros
compostos com agao antibidtica foram descobertos ou sintetizados.

Em 1959, pesquisadores descobriram um método acessivel em escala
industrial para obtencdo do acido 6-aminopenicilanico (6-APA), substancia que
constitui o nucleo central da benzilpenicilina, inaugurando a era dos antibi6ticos
semi-sintéticos. A introdug¢do de novos radicais no 6-APA permitiu o aparecimento de
novos antibiéticos penicilinicos, parte produzidos por fermentacao natural, parte

resultantes de reagbes quimicas programadas em laboratério.?®



A descoberta das novas penicilinas semi-sintéticas impulsionou a pesquisa
para a producdo de novos antibidticos cuja estrutura pudesse sofrer alteragdes
quimicas, resultando, em 1963, no aparecimento das cefalosporinas.?*?3

Atualmente, devido a importancia e frequéncia das doengas causadas por
bactérias e ao aparecimento de cepas resistentes, a procura de novos agentes
antibacterianos é necessaria.?** Por isso, muitos pesquisadores tém estudado
novas rotas sintéticas para a obtengao de agentes antibacterianos com propriedades

mais seletivas e menor toxicidade ao paciente. ?°

2.1.3 Evolugao dos agentes antifungicos

Agentes antifungicos sdo drogas empregadas contra infecgdes causadas por
fungos, podendo ser fungicidas ou fungiostaticos.??

Alguns agentes antifungicos s&o conhecidos ha muito tempo, embora a
grande maioria tenha sido introduzida na clinica recentemente. A historia destes
agentes pode ser dividida em trés eras: a era do enxofre (até 1882), a era do cobre
(de 1882 até 1934) e, a era dos fungicidas organicos (a partir de 1934).2%%

A era dos fungicidas orgénicos se caracteriza pelo desenvolvimento de
compostos organicos muito eficientes e, até mesmo, altamente especificos. Os
primeiros compostos introduzidos foram os ditiocarbamatos, seguidos por uma série
de outros agentes, como cloranil, diclona, gliodina, captana, entre outros. Nesta era
ocorreu a descoberta dos antibidticos, que resultou na pesquisa e introducédo de
diversos agentes fungiotoxicos: griseofulvina (1938), nistatina (1949), candicidina
(1953), anfotericina B (1955).2°

Segundo Wingard e Leather?’, esta se estabelecendo uma nova era na terapia
antifungica, que iniciou em 1970 com a introdu¢do do cetoconazol na terapia.
Existem quatro classes de drogas licenciadas para a terapia de infecgdes fungicas
invasivas, as quais incluem polienos (as varias formulagdes de anfotericina B),
analogos de nucleosideos (flucitosina), equinocandinas (caspofungina, micafungina)
e azois (fluconazol, itraconazol, voriconazol). A importancia da descoberta desses
novos agentes se da ndo somente pelo aparecimento de patégenos resistentes, mas

principalmente pela alta prevaléncia de infecgdes fungicas invasivas, resultando em



altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente em pacientes transplantados
e pacientes com AIDS.?%%°

O mecanismo de acado da classe de azodis como antifungicos envolve a
inibicdo da enzima fungica 14-a-esterol desmetilase, dependente da citocromo P450,
enzima chave na biossintese do ergosterol, principal esterol constituinte da
membrana plasmatica dos fungos. Ha diversas drogas licenciadas para uso clinico,
diferentes em sua estrutura molecular, o que as difere nas suas propriedades
farmacoldgicas, perfil toxicoldgico e espectro de agéo.?”°

A primeira geragao de azéis (Figura 1) — clotrimazol, cetoconazol e fluconazol
— tem excelente atividade contra espécies de Candida e Cryptococcus. Itraconazol é
ativo ndo somente contra Candida e Cryptococcus, mas também contra espécies de
Aspergillus.?® Voriconazol é o antifingico de mais amplo espectro dos azodis

273" Em estudos

antifangicos licenciados, fazendo parte da segunda geragéo.
clinicos, demonstrou boa resposta contra infec¢gdes por Aspergillus, Candida
(inclusive contra espécies de Candida fluconazol-resistentes), Fusarium e
Scedosporium. Também demonstrou atividade contra Zigomicetos. Em associagéo
com esse amplo espectro de agéo, Voriconazol ainda tem baixa toxicidade e alta
tolerancia.>’

Entretanto, os derivados azois sdo fungiostaticos e em muitos casos a doenga
sofre recidiva apos a interrupgao do tratamento. E ainda, ja estdo sendo relatados
casos de resisténcia de algumas cepas a derivados azdis, especialmente de

espécies de Candida.*

N
e y
CH, Cl
O | O 0~ EO# >:
(L,? H,C N\_/N@*OCHZ 0 cl

Clotrimazol Cetoconazol

Figura 1 - Compostos azdlicos licenciados para uso como farmacos antifungicos.



Fluconazol

Voriconazol

Figura 1 - Compostos azolicos licenciados para uso como farmacos antifungicos.
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2.1.4 A busca por novos agentes antimicrobianos

Em todo o mundo, atualmente, pelo menos 40% dos pacientes hospitalizados
sdo tratados com um ou mais agentes antimicrobianos, e milhdes de infeccdes
potencialmente fatais ja foram por eles curadas.?*?® Porém, estes agentes estdo
entre os mais incorretamente utilizados pelos médicos. A maior consequéncia desse
uso disseminado foi o aparecimento de patdgenos resistentes aos antibidticos e
quimioterapicos existentes na atualidade, o que tornou a necessidade de novas
terapias para infecgdes microbianas clara e imediata.?426:3233

Em vista desta necessidade, muitas moléculas tém sido testadas quanto a sua
atividade antimicrobiana, dentre as quais se destacam os derivados azdlicos, por sua
analogia estrutural a diversos agentes antimicrobianos existentes no mercado.
Existem trabalhos de diversos grupos de pesquisa que relatam a sintese e avaliagao

quanto a acdo contra bactérias e/ou fungos de diversos azois, como imidazois*>*

40-43 45-48 49,50 51-54

piraz6is*®*?, tiazois®*®, benzoxazois’*°, oxazéis 56-58

, oxadiazdis®, triazdis*®?,
entre outros. Estes estudos foram realizados utilizando-se diferentes cepas, pelo
método de diluicdo em caldo ou difusdo em disco, sendo que a maioria demonstrou
que os diversos compostos azélicos possuem atividade antimicrobiana.

Nos ultimos anos alguns estudos ja foram relatados com moléculas contendo
0 nucleo isoxazol quanto a sua agao antimicrobiana, demonstrando que este nucleo
possui atividade apreciavel tanto contra bactérias, como para fungos.

Em 1999, Raffa e colaboradores®, sintetizaram e testaram quanto & atividade
antifungica novos N-isoxazolil-2-iodobenzamidas (Figura 2), analogos de fungicidas
utilizados na agricultura, pelo método de difusdo em agar, utilizando benodanil como
droga de referéncia. Dentre os compostos testados, os compostos 3b (R= Cl e R'=
H) e 9a (R, R’ = H) apresentaram atividade antifungica apreciavel, semelhante ao
benodanil.

No ano 2000, Zadrozna e coI.GO, sintetizaram e testaram uma série de 4,5-
diidroisoxazois substituidos com varios grupos funcionais, como ésteres, carbonila e
éteres (Figura 3) quanto a sua atividade antimicrobiana contra diferentes espécies,
pelo método de difusdo em disco, usando tetraciclina e miconazol como padrao
antibacteriano e antifungico, respectivamente. Todos os compostos testados

apresentaram atividade contra todos os microrganismos testados.
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R=H, Cl; R'=H, CI

Figura 2 - N-(isoxazol-5-il)-2-iodo-4-R-5R’-benzamidas (I) e N-(isoxazol-3-il)-2-iodo-4-
R-5R’-benzamidas (Il).

R CH, R". CH,
R N
\‘\\\ /N \\‘\\ /N
Ru\ O Rl\ O
" v

R= éster, éter, H; R'= H, Ph; R"= Ph, H, CH>-O-Ph

Figura 3 - 4,5-diidroisoxazois testados, regioisomero A (lll) e regioisomero B (1V)

Em um outro trabalho do ano 2000, Aiello e col.?’ sintetizaram e testaram uma
série de novos 3-(1-R-3(5)-metil-4-nitroso-1H-5(3)-pirazolil)-5-metilisoxazois (Figura
4) quanto a sua atividade antibacteriana e antifungica, contra diferentes patégenos
humanos, pelo método de microdiluicdo em série. Miconazol, fluconazol e
anfotericina B foram usados como antifungicos de referéncia e estreptomicina como
antibacteriano de referéncia. Todos o0s compostos testados apresentaram
significantes atividades contra fungos, sendo que dois dos compostos se mostraram
mais potentes e seletivos que o miconazol. Nenhum dos compostos testados

apresentou atividade significante contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
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R= H, alquila, arila, alcool; R’'=H, NO, NHz, NO,

Figura 4 - 3-(1-R-3-metil-4-nitroso-1H-5-pirazolil)-5-metilisoxazéis (V) e 3-(1-R-5-

metil-4-nitroso-1H-3-pirazolil)-5-metilisoxazois (VI).

|.62

Menozzi e col.”*, em 2001, sintetizaram e avaliaram biologicamente derivados

azdis, analogos do bifonazol, com os nucleos fenilisoxazol (Figura 5) e
fenilpirimidina. Os compostos foram testados in vitro contra uma série de fungos e
bactérias patogénicos, pelo método de diluicdo em caldo. Os resultados provaram
que a mudanca da porgao bifenila do bifonazol para um fenilisoxazolil ou

fenilpirimidinil ndo é interessante para a atividade antimicrobiana.
KN
Oy,

bifonazol

Figura 5. Estrutura quimica do bifonazol.
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Vi Vi

Figura 6 — 4-[1H-imidazol-1-il-(fenil)metil]-5-fenilisoxazol (VIl) e 1-[fenil(5-
fenilisoxazol-4-il)metil]-1H-1,2,4-triazol (VIII).

Em 2003, Velikorodov e col.®; sintetizaram e testaram quanto a atividade
antimicrobiana isoxazolinas e isoxazois 3,5-dissubstituidas com grupos carbamato
(Figura 6). A atividade antimicrobiana dos carbamatos derivados de isoxazolinas e
isoxazois sintetizados foi determinada testando contra cepas padrbes de S. aureus e
E. coli e com culturas de Micrococcus de isolados clinicos. A resisténcia das culturas
testadas contra os compostos sintetizados foi estudada pela difusdo direta no meio
nutriente e pelo método de difusdo em disco, usando gentamicina como droga de
referéncia. Muitos dos compostos sintetizados possuiam  propriedades
antimicrobianas, a qual depende da natureza do substituinte e sua posicao no nucleo
benzénico do atomo de C3 do fragmento azodlico, sendo que a atividade
antimicrobiana foi mais pronunciada nos isoxazois do que nas isoxazolinas.

Cali e col.** em 2004, identificaram uma série de derivados isoxazol-3-acido
hidroxamico (Figura 7), como uma nova classe de inibidores n&o-peptidicos da
peptidio deformilase (PDF), sendo a sintese, inibicdo enzimatica e investigacao
preliminar do modelo de ligagcdo e seu potencial como composto antibacteriano
relatados. Os acidos hidroxamicos foram avaliados quanto a sua atividade inibitoria
in vitro contra enzimas PDF de E. coli e S. aureus. A atividade dos compostos foi

comparada com a actionina, sendo que apresentaram fraca atividade antibacteriana.



X=NHCOg, O; Y=H, NHCO,Me;
R’= H, 4-OMe, 3,4-OCH,0, 4-Cl, 4-Br, 3-NO,, 4-NO,, 2-OMe, 3-Br, 3,4(OMe),

R= alquila; X= NHCO,; Y=H
R’=H, 4-OMe, 3,4-OCH;0, 4-Cl, 4-Br, 3-NO2, 4-NO,, 2-OMe, 3-Br, 3,4(OMe),

NO,

HO N

Xl

Figura 7 — isoxalinas (X e XI) e isoxazois (X) 3,5-dissubstituidos.
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Figura 8 - derivados isoxazol-3-acido hidroxamico.

Também em 2004, Sadashiva e col.®® sintetizaram e testaram quanto a
inibicdo microbiana novas isoxazolidinas 5-imidazolil substituidas (Figura 8). Os
novos compostos foram avaliados quanto a sua atividade antibacteriana pelo método
de difusdo em disco, usando estreptomicina como controle positivo. A concentragao
inibitéria minima (CIM) contra S. aureus, E. coli e B. subtilis foi definida e alguns
compostos apresentaram cerca de 50% da inibicdo quando comparado com a
estreptomicina. Quanto a atividade antifungica, os compostos foram testados por
dois métodos, cup borer e turbidimétrico, usando nistatina como controle positivo.
Alguns compostos exibiram valores de CIM contra Fusarium moniliforme, Aspergillus

niger e Cephalosporium acremonium, melhores que a nistatina.



HN N HN N
Rl
Cl Cl
' _N N
R R

XV XVI

R=H, CI; R’= éster, Ph,

Figura 9 - isoxazolidinas 5-imidazolil substituidas, regioisbmero A

regioisdbmero B (XVI)

(XV)
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2.2 Sintese de isoxazois

A condensacéao de B-dicetonas (XVII) com hidroxilamina, foi o primeiro método
utilizado para a sintese de isoxazois. O mecanismo aceito para a ciclocondensagao
entre [B-dicetonas e hidroxilamina em pH ~ 5,0 se processa atravées dos
intermediarios monoxima (XVIIl) e 5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol (XIX) (Esquema 1).
Estes intermediarios (XVIII e XIX) podem ser isolados dependendo dos substituintes
R e R' e do meio reacional usado. Geralmente, quando R e R' s&o alquilas o
intermediario XIX é facilmente convertido ao respectivo isoxazol (XX) por tratamento
com acidos ou bases, ou por aquecimento.66 O uso de pB-dicetonas € muito
conveniente para a preparagao de isoxazoOis com substituintes idénticos nas

posicdes 3 e 5, possibilitando a variacdo de substituintes na posicéo 4.

Esquema 1.

OH 1
R 1
0 0 N; o R
M 1 s M Hoﬂ /[(
R R (- . N
R R R o) R 0

R = alquil e aril

XVII XVIII XIX XX

Entretanto, a reac&o de B-dicetonas ndo simétricas com hidroxilamina produz
uma mistura isomérica de isoxazois, o que implica na diminuigdo do rendimento do
produto desejado e em problemas praticos para separagao, principalmente quando R
e R' sdo semelhantes nos efeitos quimicos produzidos sobre os carbonos
eletrofilicos. A diferenciacdo do potencial eletrofilico das carbonilas através dos
efeitos quimicos dos substituintes R e R' em p-dicetonas pode levar a predominancia
de um isdmero sobre o outro ou mesmo tornar a reacéo seletiva.®®

Ja foi observado que a estrutura do produto principal pode ser prevista com
base na diferenca de eletrofilicidade das carbonilas. Além de aldeidos e cetonas, um
dos carbonos terminais pode ser de outros grupos funcionais, como por exemplo, de

ésteres, de amidas, de acetais e de nitrilas.?®®’
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Além de p-dicetonas, tém sido usados outros substratos 1,3-dieletrofilos,
reagindo com hidroxilamina. Ja foram usados p-cetoesteres, p-cetoamidas, p-
cetonitrilas, p-cetoacetais, além de compostos carbonilicos o,p-insaturados
substituidos na posicéo p com bons grupos de saida (Esquema 2)."°%¢7

Estes substratos também oferecem dois sitios para o ataque de nucledfilos,
eles reagem facilmente com hidroxilamina, fornecendo como produtos finais
isoxazois. Como no caso das p-dicetonas, existe competicao entre os sitios
eletrofilicos, em alguns casos podendo haver a formagao regiosseletiva de um dos
isbmeros. A seletividade do ataque do nucledfilo e a consequente formagao
exclusiva ou preferencial de um dos isoxazois isbmeros depende dos efeitos
quimicos dos substituintes dos carbonos carbonilicos.®’

Alguns pesquisadores fizeram tentativas de direcionar o curso da reagao
controlando o potencial nucleofilico da hidroxilamina através do controle do pH do
meio reacional.®’®® E conhecido que em pH préximo de 6,0 a hidroxilamina esta na
forma livre, na qual o centro mais nucleofilico esta localizado no atomo de nitrogénio.
Porém em pH abaixo de 6,0 ou acima de 13,0, o que existe sdo as formas ibnicas,
respectivamente o cation hidroxilaménio e anion aminoidréxido, onde o centro mais
nucleofilico € o oxigénio. Através do controle de pH tém sido sintetizados, com
alguma regiosseletividade, misturas de isoxazois 3 e 5-substituidos a partir de p-

dicetonas e cetonas a,B-insaturadas.

Esquema 2.

o) R2 R1 R2 R
Ewg _ NHOH
Rk( R 4 EN * R 4 EN
0 0

R2
R, R2 = H, alquil, aril R'=OR, NR,, R
EWG = CO,R, CONR,, CN, C(OR),R

XXI XXII XX
o Y RR R R? R
NH,OH
/ 2
R2 0 R" "o

Y =0OR, NH,, SR
R, R', R2 = H, alquil, aril
XXIV XXl XX
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O que tem sido apresentado na literatura com substratos 1,3-dieletréfilos onde
Re R’ s3o alquilas ou arilas e Y = OR, NR; foi a obtengdo de misturas isoméricas de
isoxazobis, com a preferéncia por uma das formas dependendo mais do meio
reacional usado do que da diferenca reacional dos carbonos eletrofilicos.®®

Nosso grupo de trabalho® assim como outros grupos de pesquisadores
interessados na quimica de isoxaz6is®®’® demonstraram a obtencéo regioespecifica
de isoxazois 5-halometilsubstituidos. Nossos resultados demonstram que partindo de
1,1,1-trifluor(cloro)-4-alcoxi-3-alquen-2-onas e cloreto de hidroxilamina em varias
condicbes de pH, a temperatura entre 30 - 50° C, sempre foram obtidos os 5-
halometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazdis, resultantes do ataque do nitrogénio
nucleofilico da hidroxilamina no carbono vinilico (posi¢ao B) e do oxigénio nucleofilico
da hidroxilamina com o carbono carbonilico. Essas reagdes de ciclocondensagao
também foram feitas sob irradiagdo de microondas em fornos comerciais, e a
regioquimica da reacdo permaneceu a mesma. Os produtos 5-hidroxi-5-trialometil-
4,5-diidroisoxazodis obtidos nos modos convencionais foram convertidos em 5-
halometil-isoxazois por eliminagdo de agua usando acido sulfurico concentrado. A
grande estabilidade dos 5-halometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazoéis foi atribuida a
presenca do grupo halogenado na por¢do hemicetal da molécula. Durante os
processos de sintese usados em nosso grupo de trabalho ndo foram isoladas as

oximas/enaminonas intermediarias (Esquema 3).°

Esquema 3.
NH,OH.HCI
o OR N R R R R
P , pH entre 1,0 - 13 H,SO,conc.
R R? 16h,25°-60°C R \N 25°- 30°C 1A
’ N
1 _ [)
R 70-95% HO O/ 80 -90 % R O/
XXIV XXV XXVI
Quando
R =CCl, R' = H, alquilas, arilas, heteroaril
NH,OH.HCI 78 -95 % R? = H, alquilas
e RS = CF,, CCl,, CF,Cl, CHCI,
R R
Cl,C \
_N
HoO O
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2.3 Isolamento de 5-hidroxi-4, 5-diidroisoxazois (2-isoxazolin-5-6is)

Os 5-hidroxi-4,5-diidroisoxazois (2-isoxazolin-5-6is) sdo os intermediarios nas
sinteses de isoxazodis a partir de B-dicetonas ou de cetonas a,B-insaturadas. Alguns
pesquisadores tém estudado o tautomerismo ciclo < cadeia aberta, o qual pode ser
observado em algumas reagdes de condensacgao de cloreto de hidroxilamina com
alquil e aril B-dicetonas e pB-cetoaldeidos, Esquema 4."

Escale e col.”’

estudaram esse equilibrio sob varias condi¢cdes de pH. Os
autores demonstraram que o tautdmero ciclico € estabilizado com o aumento da
quantidade e do volume dos substituintes nas posicdes 3, 4 e/ou 5, sendo que a
dissubstituicdo na posicao 4 (efeito gem) apresenta o efeito mais notavel. A presenca
de um grupo aril na posi¢ao 5 diminui a reatividade da carbonila vizinha e desloca o
equilibrio em direcao ao tautdbmero de cadeia aberta, especialmente quando o anel
aromatico possui um substituinte retirador de elétrons. Atualmente sabe-se que 5-
triclorometil- e 5-polialoalquil- (incluindo 5-trifluormetil-)-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazois
sao moléculas estaveis ao ambiente e pouco reativas para a aromatizagao do
sistema isoxazol. A aromatizagao do anel isoxazol com eliminagao de agua so6

acontece em meios reacionais extremamente acidos.®

Esquema 4.
HO
\ R' R’
(@) N
| R \
"R R* — _N
R/%Rz NH,OH XXIX XXX
H R

OH !
N/ o R R
XXV I | ) R
R R? N._
R = t-Bu, Ph, Ph(p-Me) XXXI
R'e R2 = H, CH,, Ph, Ph(p-OMe), Ph(p-NO,)

XXX
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2.4 Testes de atividade antimicrobiana in vitro

A sensibilidade dos microrganismos a agao das drogas antimicrobianas pode
ser testada in vitro por meio de antibiograma. O teste verifica o efeito bactericida (ou
fungicida) ou bacteriostatico (ou fungiostatico) e as concentragbes das drogas que
exercem estes efeitos. O antibiograma consiste no cultivo do microrganismo, cujo
comportamento se quer verificar, em presenca da droga em teste, observando-se a
auséncia do desenvolvimento do microrganismo se esta presente uma droga ativa,
ou o desenvolvimento normal do microrganismo se esta presente uma droga nao
ativa. %2

O antibiograma pode ser realizado de modo qualitativo (método de difuséo) ou
quantitativo (método de diluigao).

No método qualitativo uma concentragao fixa do antibidtico é aplicada ao meio
onde o microrganismo esta sendo cultivado. O teste é geralmente realizado em meio
soélido, sendo o antibidtico contido em discos de papel ou orificios no meio de cultura.
A droga difunde-se no meio de cultura provocando um halo de inibigdo do
crescimento do microrganismo no local de difusdo, caso ele seja sensivel ao
medicamento. Este halo de inibicdo esta relacionado a atividade da droga contra a
cepa que esta sendo testada.?*?® Esta técnica & simples, no que diz respeito a sua
execucao e seu custo é relativamente baixo.

No método quantitativo se faz a determinacdo das concentracbes em que a
droga é ativa (concentragdo inibitéria minima - CIM e concentragdo bactericida

minima — CBM ou concentracao fungicida minima - CFM).

2.4.1 Determinagao de CIM, CBM e CFM

O método de diluigdo € realizado em meios liquidos, fazendo-se
concentragbes decrescentes da droga em teste e submetendo-as a presenca do
microrganismo, determinando-se assim a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento (CIM, a qual corresponde a concentragao bacteriostatica ou
fungiostatica). Para se determinar a concentracéo bactericida ou fungicida da droga,

faz-se repiques das diluicbes da droga, apds ter sido submetida a presenga do
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microrganismo, para meios desprovidos da droga e verifica-se qual a menor

concentragdo onde 0s repiques nao apresentam crescimento.?

2.4.2 Técnica atualmente preconizada

O National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) estabeleceu
um grupo de pesquisa a fim de encontrar um teste de suscetibilidade padrdo para
microrganismos. Este grupo estudou os fungos e levou em consideragao diversos
fatores, tais como: as caracteristicas biolégicas dos fungos, as propriedades fisico-
quimicas dos antifungicos e, sobretudo, as condigdes técnicas.”?

Em dezembro de 1992, o NCCLS publicou os resultados das pesquisas sob a
forma de um documento codificado como M27-A, com uma segunda edi¢ao langada
em 2002, o qual propde uma metodologia padronizada, empregando-se a técnica de

diluicdo em caldo.*">7
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sintese dos compostos 2a-m, 3k, |, m e 4, 4p-t, 5j, 5p-t

Os compostos  5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazéis 2a-m foram
sintetizados de acordo com as técnicas relatadas na referéncia 5f, os compostos
isoxazois-5-acido carboxilico 3a-o foram sintetizados conforme relatado na
referéncia 6, e os compostos 3-aril-5-tricloro(fluor)metilisoxazéis, 4j, 4p-t, 5j, 5p-t

foram sintetizados de acordo com a referéncia 5c.
3.2 Sintese dos compostos 2n e 20
3.2.1 Técnicas de identificacdo e determinacao da pureza
3.2.1.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
Os espectros de RMN de 'H (200MHz) foram obtidos em um Espectrometro
BRUKER DPX 200 (Departamento de Quimica — UFSM). Para a aquisicdo dos

espectros foi utilizado CDCIl; como solvente deuterado, tendo como referéncia para

0= Oppm o tetrametil-silano, TMS, em tubos de 5mm.

3.1.2.2 Espectroscopia de massa

Os espectros de massa e respectivos cromatogramas foram obtidos através
de um cromatografo gasoso HP 6890 acoplado a um detector de massa seletivo HP
5973 equipado com injetor split-splitless autosampler, coluna capilar cross-linked HP

5, com diametro interno 30mm, 0,32mm, sendo usado hélio como gas de arraste.
3.1.2.3 Ponto de fuséo

Os compostos obtidos tiveram seus pontos de fusdo determinados em um
aparelho kofler REICHERT — THEMOVAR com termémetro nao aferido.



24

3.2.2 Reagentes e solventes

3.2.2.1 Reagentes e solventes purificados

Os solventes foram purificados e secos antes de serem utilizados, conformes
as técnicas usuais.
- Piridina: destilada sobre KOH.
- Metanol: tratado com Mg metalico e destilado.

- Cloroférmio: seco com CacCl,, refluxado com P>Os5 e destilado.

3.2.2.2 Reagentes e solventes nao-purificados

- 4-tiometil-2-pentanona

- 4-fenil-2-butanona

- Trimetilortoformiato

- Cloreto de tricloroacetila

- Cloridrato de hidroxilamina

- Acido p-toluenossulfénico

3.2.3 Técnica para a sintese dos acetais

Em um erlenmeyer de 250mL foi misturado a 3-tiometil-2-butanona (5,9g,
50mmol) ou a 4-fenil-2-butanona (7,4g, 50mmol), o trimetilortoformiato (10,6q,
100mmol), o acido p-toluenossulfénico em quantidade catalitica e 50mL de metanol
seco. ApdOs repouso por 24h a temperatura ambiente, o meio reacional foi
neutralizado com MgSQ4 anidro e filtrado em funil comum. A seguir, o solvente e o

trimetilortoformiato foram retirados por destilagao a pressao reduzida.
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3.2.4 Sintese das B-alcoxiviniltriclorometilcetonas 1n e 10

A sintese das [-alcoxiviniltriclorometilcetonas 1n e 1o foi feita através da
acilagcdo do acetal correspondente com cloreto de tricloroacetila. Em um baldo de
250mL, foi adicionado cloreto de tricloroacetila (18,2g, 100mmol) e 50mL de CHCIs;
seco e em um funil de adigdo foi adicionado o acetal correspondente, 3-tiometil-2-
butanona dimetilacetal (8,2g, 50mmol) ou 4-fenil-2-butanona dimetilacetal (9,79,
50mmol) e piridina purificada (7,99, 100mmol). O conteudo do funil foi gotejado
lentamente sobre o conteudo do baldo a 0°C, sob agitagdo magnética. Apos a adi¢cao
a mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente, sob agitagdo magnética, por
24h.

3.2.5 Sintese dos compostos 2n e 20

A técnica de obtengao das isoxazolinas 2n e 20, a partir da condensacgao das
B-alcoxiviniltriclorometilcetonas 1n e 10, com cloridrato de hidroxalamina, foi feita da
seguinte forma:

Em um baldo de 100mL, sob agitagdo magnética, foi adicionado a B-
alcoxiviniltriclorometilcetona correspondente 1n (13,9g, 50mmol) ou 1o (15,4q,
50mmol), piridina purificada (5,9g, 75mmol) e uma solu¢ao de NH,OH.HCI (5,2g,
75mmol) em 50mL de agua. Foi adaptada uma coluna de refluxo e a temperatura foi
elevada até ocorrer refluxo brando por 5h seguidas. No final deste tempo, o solvente
foi evaporado em rotaevaporador, a mistura reacional lavada com solucéo de HCI
0,5N (1 x 100mL) e com agua destilada (2 x 100mL) e o produto extraido com
cloroféormio. A seguir, o produto foi seco com MgSO, anidro e filtrado em funil
comum. O produto resultante foi purificado, o solvente evaporado e os produtos 2n e

20 secos sob vacuo.
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3.2.6 Dados espectroscopicos e constantes fisicas dos compostos 2n e 20

5-triclorometil-5-hidroxi-3-(1-tiometil-etil)-4,5-diidroisoxazol (2n): o produto foi obtido
na forma de um sélido branco (85%); (P.F. = 128°C ); '"H RMN (400MHz, CDCl3) & =
1.48 (d, 3H, H-(R)SMe); 2.05 (d, 3H, H-CH3(R)); 3.33 (dd, 1H, H-44); 3.8 (dd, 1H, H-
4g); 3.7 (m, 1H, H-(R)CH); 4.05 (s, 1H, H-OH); Formula Molecular: C7H1,CIsNO,S;
Peso Molecular: 278,58g/mol; EM (m/z, %) 281 (M*+4, <5); 279 (M*+2, <5); 277 (M",
<5); 235 (M*+4 -SMe, 33); 233 (M'+2 -SMe, 96); 231 (M* -SMe, 100); 114 (231 —
SMe, 21); 75 (MeCH(SMe), 92). Espectros em anexo.

5-triclorometil-3-(2-fenil-etil)-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol (20): o produto foi obtido na
forma de um sélido branco (80%); (P.F. = 143°C); '"H RMN (400MHz, CDCl3) 5 = 2.87
(t, 2H, H-(R)CH2(1)); 2.65 (m, 2H, H-(R)CHx(2); 3.04 (dd, 1H, H-4,); 3.45 (dd, 1H, H-
4g); 3.75 (s, 1H, H-OH); 7.19 (m, 5H, H-(R)Ph). Férmula Molecular: C42H12CI3NOs.
Peso Molecular: 308,59g/mol. EM (m/z, %) 309 (M*+2, 3,8) 307 (M", 3,8) 146
(CIsCCO, 10) 144 (CIsCCO, 12) 105 (Ph(CHy)2, 30) 91 (PhCH,, 100). Espectros em

anexo.

3.3 Microrganismos
3.3.1 Procedéncia

Utilizou-se na execugdo dos testes de atividade antimicrobiana cepas
provenientes do American Type Culture Collection (ATCC). As espécies testadas
foram as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25322 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e as leveduras Candida albicans
ATCC 44373, Candida tropicalis ATCC 13803, Candida lusitaniae ATCC 66035,
Cryptococcus neoformans A ATCC 90012, Cryptococcus neoformans var. sorotipo
“gattii” B ATCC 56990, Cryptococcus neoformans var. sorotipo “gattii” C ATCC
56341, e Cryptococcus neoformans D ATCC 28957.
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3.3.2 Isolamento

As cepas foram isoladas em tubos inclinados, sendo que para bactérias
utilizou-se como meio de cultura agar Mieller-Hinton (Merck®) e para fungos utilizou-

se agar Sabouraud Dextrose (Merck®).

3.4 Meios de cultura

3.4.1 Meio de cultura utilizado para o isolamento de bactérias, para a manutencao de
cepas isoladas de bactérias e para a determinagdo da CBM: agar Mueller-Hinton
(Merck®)

3.4.2 Meio de cultura utilizado para o isolamento de leveduras, para a manutengao
de cepas isoladas de leveduras e para a determinagao da CFM: agar Sabouraud

Dextrose (Merck®)

3.4.3 Meio de cultura utilizado para a determinagao da suscetibilidade de bactérias:

caldo Mieller-Hinton (Merck®)

3.4.4 Meio de cultura utilizado para a determinagcédo da suscetibilidade de leveduras:

caldo Sabouraud Dextrose (Merck®)

3.4.5 Preparagao dos meios de cultura

Os componentes solidos foram pesados de acordo com a informagao do
fabricante e transferidos para um baldo, sendo dissolvidos em agua destilada. Os
meios soélidos e liquidos foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15

minutos e armazenados em geladeira até 0 momento do uso.
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3.5 Avaliacédo da atividade antimicrobiana

A técnica utilizada para a determinacdo da atividade contra bactérias e
leveduras, foi uma adaptagcéo da técnica M-27A do National Comittee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) de diluicdo em caldo para avaliagao da concentragao

inibitéria minima (CIM) frente a fungos leveduriformes.”

3.5.1 Preparacgao do in6culo

As bactérias foram semeadas em placas contendo agar Mueller-Hinton e
incubadas a 37°C, durante 18-24h e as leveduras foram semeadas em placas
contendo agar Sabouraud e incubadas a 28°C, durante 24-48h. Decorrido este
periodo, foi preparada uma suspensao dos microrganismos em caldo Mueller-Hinton,
no caso das bactérias, ou em caldo Sabouraud, no caso das leveduras, ajustando-se

a turvacao visualmente de acordo com o tubo n° 0,5 da escala de McFarland.

3.5.2 Preparagao das solugdes estoques dos compostos testados

As solugdes estoques de todos os compostos isoxazois testados foram
preparadas em dimetilsulféxido (DMSO) para se obter uma concentragdo de

5mg/mL.

3.5.3 Testes de avaliagcdo antimicrobiana

3.5.3.1 Diluicdo em série

Preparou-se uma sequéncia de 7 tubos, cada um contendo 0,5mL de caldo
Mdueller-Hinton ou Sabouraud. No primeiro tubo adicionou-se 0,5mL da solucéo
estoque de 5mg/mL. Retirou-se 0,5mL da solugéo do primeiro tubo e adicionou-se ao

segundo, e assim sucessivamente. No final da diluicdo, cada tubo continha 0,5mL da
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solugdo do composto teste diluido no meio de cultura. Apos a diluicdo, adicionou-se
0,5mL da solugcédo de microrganismo preparada conforme descrito anteriormente. As
concentragdes finais em cada tubo ficaram, respectivamente, 1,25, 0,625, 0,312,
0,156, 0,078, 0,039, 0,019 mg/mL. Os testes foram realizados em ftriplicata.

Os tubos foram incubados a 37°C, durante 18-24h, nos testes antibacterianos

e a 28°C, durante 24-48h, nos testes antifungicos.

3.5.3.2 Determinacao da CIM

Decorrido o tempo de incubacéo, a leitura dos tubos foi feita visualmente e a
menor concentracdo em que nao havia crescimento microbiano foi determinada

como a concentragdo inibitéria minima (CIM).

3.5.3.3 Determinacao da CBM ou CFM

Para se determinar a concentragdo bactericida ou fungicida dos compostos,
fez-se repiques das diluigbes em que n&o havia crescimento de microrganismos, em
placas de Petri contendo meios sdlidos (agar Mueller-Hinton ou Sabouraud)
desprovidos dos compostos em teste. As placas foram incubadas a 37°C, durante
18-24h, no caso das bactérias, e a 28°C, durante 24-48h, no caso dos fungos. Apods
o periodo de incubagao, verificou-se qual a menor concentragdo em que 0s repiques
nao apresentavam crescimento microbiano, a qual foi determinada como
concentragao bactericida minima (CBM), nos testes antibacterianos ou concentragao

fungicida minima (CFM), nos testes antifungicos.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Sintese dos isoxazois avaliados quanto a atividade antimicrobiana

A sintese dos compostos 5-triclorometil-4,5-diidroisoxazois,” acidos isoxazois-
5-carboxilicos® e 3-aril-5-tricloro(fluor)metilisoxazois® testados quanto a sua atividade
antimicrobiana foi feita a partir das técnicas ja4 usadas nos laboratérios do
NUQUIMHE e descritos nas referéncias 5 e 6 e suas estruturas quimicas encontram-
se na Figura 9. A sintese dos compostos 2n e 20, os quais foram sintetizados pela
primeira vez para o testes desta dissertacdo, € encontrada no esquema 5. As
Tabelas 2 e 3 apresentam a nomenclatura dos compostos sintetizados e avaliados

quanto a atividade antimicrobiana.

R
S-Y R® R
aonl § v L I,
HO O o) XL o
o)
2a-0 3b, k, | 4j, 4p-z (X=ClI)
R" = H, alquil, aril R1 = H, GH, 5], 5p-z (X=F)
R2=H, alquil R2 = H, CH, R =H, CH,, F, CI, Br, NO,

Figura 10 - 5-triclorometil-4,5-diidroisoxazois 2a-0, acidos isoxazois-5-carboxilicos

3b, k, | e 3-aril-5-tricloro(fluor)metilisoxazois 4j, 4p-t, 5j, 5p-t.

Esquema 5.
)CL MeO, OMe OMe O
[ R 3 i R S
R - - CCl,
1n, lo
R = CH,CH,Ph, CH(CH,)SCH,
i
i. HC(OCH,),, CH,OH, ac. p-toluenossulfénico R

ii. Cl,CCOCI, Piridina, CHCl, 0-25 °C \ 2n R=cH,cHPh)
iii. NH,OH.HCI, H,0, 50 °C, 5 h Cl,C O/N 20 (CH(CH,4)SCH,)
HO
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Tabela 2 — Nomenclatura dos compostos 5-triclorometil-4,5-diidroisoxazdéis 2a-o0 e

isoxazois-5-acido carboxilico 3b, k, I.

Composto R’ R* Nomenclatura
2a H H 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
2b CHs; H 5-triclorometil-5-hidroxi-3-metil-4,5-diidroisoxazol
2c CH,CH; H 5-triclorometil-3-etil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
2d n-Pr H 5-triclorometil-5-hidroxi-3-n-propil-4,5-diidroisoxazol
2e iso-Pr H 5-triclorometil-5-hidroxi-3-iso-propil-4,5-diidroisoxazol
2f n-Bu H 3-n-butil-5-triclorometil-5-hidroxi- -4,5-diidroisoxazol
29 terc-Bu H 3-terc-butil-5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
2h CH,Br H 3-bromometil-5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
2i CHBr, H 3-dibromometil-5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
2j Ph H 5-triclorometil-3-fenil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
2k H CHs, 5-triclorometil-5-hidroxi-4-metil-4,5-diidroisoxazol
2l ciclo - (CHy), - 5-triclorometil-5-hidroxi-3,5-tetrametileno-4,5-diidrisoxazol
2m ciclo-Pr H 5-triclorometil-5-hidroxi-3-ciclo-propil-4,5-diidroisoxazol
2n CH(CH3)SCH3 H 5-triclorometil-5-hidroxi-3-(1-tiometil-etil)-4,5-diidroisoxazol
20 CoH4Ph H 5-triclorometil-3-(2-fenil-etil)-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
3b CHs; H acido 3-metilisoxazol-5-carboxilico
3k H CHs; acido 4-metilisoxazol-5-carboxilico
3 ciclo -(CH,),- acido 3,4-tetrametilenoisoxazol-5-carboxilico

Tabela 3 — Nomenclatura dos compostos 3-aril-5-tricloro(fluor)metilisoxazois 4j, 4p-t,

5j, 5p-t.

Composto X R Nomenclatura
4 Cl H 5-triclorometil-3-fenil-isoxazol
4p Cl NO, 5-triclorometil-3-(4-nitrofenil)-isoxazol
4q Cl Br 3-(4-bromofenil)-5-triclorometil-isoxazol
4r Cl F 5-triclorometil-3-(4-fluorfenil)-isoxazol
4s Cl CHs; 5-triclorometil-3-(4-metilfenil)- isoxazol
4t Cl Cl 3-(4-clorofenil)-5-triclorometil-isoxazol
5j F H 3-fenil-5-trifluormetil-isoxazol
5p F NO, 5-trifluormetil-3-(4-nitrofenil)-isoxazol
5q F Br 3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil-isoxazol
5r F F 3-(4-fluorfenil)-5-trifluormetil-isoxazol
5s F CHs; 5- trifluormetil-3-(4-metilfenil)-isoxazol
5t F Cl 3-(4-clorofenil)-5-trifluormetil-isoxazol
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4.2 Avaliacao antimicrobiana
A partir da execucgao dos testes de avaliagao antimicrobiana conforme descrito
no item 4 (Materiais e Métodos) foram obtidos os resultados mostrados nas Tabelas

4-26, seguidas de textos comentando e comparando os valores obtidos.

4.2.1 Resultados obtidos para os isoxazdis 2a-0 na seérie de microorganismos

testados

Tabela 4 - Valores de CIM e CBM contra S. aureus para os compostos 2a-o

testados.
Composto R’ R? CIM CBM
(mg/mL)
2a H H 0,312 0,625
2b Me H 0,625 --
2c Et H 1,25 -
2d n-Pr H 1,25 --
2e iso-Pr H 1,25 --
2f n-Bu H 1,25 --
29 terc-Bu H -- --
2h CH.Br H 0,078 0,156
2i CHBr; H 0,156 0,312
2] Ph H 1,25 --
2k H Me 1,25 --
2l ciclo - (CHy)q4 - 1,25 --
2m ciclo-Pr H 1,25 --
2n CH(CH3)SCH; H 1,25 --
20 C,H4Ph H 0,156 0,625
Padrao Ampicilina 0,039 n.t.

CIM = concentragdo inibitéria minima, CBM = concentragéo bactericida

minima, -- = sem acao.
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Observando-se os valores de CIM dos compostos 2a-2g na Tabela 4, é
possivel perceber que a presenga de alquilas, com aumento da cadeia do
substituinte de metila até butila ou a ramificagdo com R = i-Pr, diminuiu a atividade
antimicrobiana do modelo 4,5-diidroisoxazol frente a bactéria Gram-positiva S.
aureus. Fazendo a comparacao entre os valores de CIM dos compostos 2a e 2b,
observou-se que a presenca da metila em R' (2b) diminuiu a atividade a metade (o
valor da CIM aumenta duas vezes). A presenca de substituintes alquilas com mais
carbonos 2c R' = Et, 2d R' = n-Pr e 2f R" = n-Bu ou o substituinte alquila ramificado
2e R' = i-Pr na posicdo 3 do modelo 4,5-diidroisoxazol causou a diminuicdo da
atividade em quatro vezes em relagdo a 2a R'=H, até que o composto 4,5-
diidroisoxazol com o maior substituinte alquil ramificado 2g R’ = t-Bu nao apresentou
atividade nas concentragdes testadas. O composto mais ativo, ou seja, com o menor
valor de CIM com atividade contra S. aureus, foi o 4,5-diidroisoxazol 2h, o qual
possui o substituinte bromometil na posicéo 3 do heterociclo (R' = CH,Br). O valor da
CIM = 0,078mg/mL foi somente o dobro da concentragao ativa do padrdao ampicilina,
demonstrando portanto a metade da atividade da ampicilina.

Entretanto, a presenca do substituinte dibromometil em R', diminuiu a
atividade do modelo 4,5-diidroisoxazol. O composto dibromado 2i apresentou tanto a
CIM, como a CBM, com valores quatro vezes e duas vezes maiores,
respectivamente, em relagao ao 3-bromometil-4,5-diidroisoxazol 2h. Os modelos 4,5-
diidroisoxazois 2j-m tiveram os seus valores de CIM constantes, com valor igual ao
do modelo 2c. Portanto, a fenila, o ciclo-propil ou o (1-tiometil)etil na posigdo 3 do
4,5-diidroisoxazol ndo causam variacdo na atividade antimicrobiana contra o S.
aureus do modelo 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol quando comparados as
alquilas comuns. Do mesmo modo, a presenga da metila na posicdo 4 do 4,5-
diidroisoxazol n&o substituido na posi¢ao 3 (2k) ou a dissubstituicdo com alquilas nas
posicoes 3 e 4 do ciclo 4,5-diidroisoxazol (21) nao causaram variagao na atividade
antimicrobiana contra o S. aureus com os valores de CIM permanecendo 1,25
mg/mL para os dois compostos.

Ja o composto 20 com o substituinte R' = CH,CH,Ph apresentou o valor de
CIM = 0,156mg/mL menor do que aqueles valores medidos para os modelos
substituidos com alquilas (2b-f) e do que o modelo de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-

diidroisoxazol nao substituido nas posicdes 3 e 4.
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Esses resultados demonstram que os substituintes bromometil, dibromometil e

2-feniletil sdo melhores modelos farmacoféricos para a atividade antibacteriana

contra S. aureus do que o 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol.

Tabela 5 - Valores de CIM e CBM contra E. coli para os compostos 2a-o testados.

Composto R’ R? CIM CBM
(mg/mL)

2a H H 0,312 0,625
2b Me H 0,625 --
2c Et H 0,625 --
2d n-Pr H 0,625 --
2e iso-Pr H 0,625 --

2f n-Bu H 0,312 0,625
29 terc-Bu H -- --

2h CH.Br H 0,312 0,625

2i CHBr, H 0,156 0,312

2] Ph H 0,625 1,25
2k H Me 0,625 --

2l ciclo - (CHz)4 - 0,625 1,25
2m ciclo-Pr H 0,625 --

2n CH(CH3)SCH; H 0,625 1,25
20 C.H4Ph H 0,625 --
Padréo Ampicilina 0,039 --

CIM = concentracgao inibitéria minima, CBM = concentragéo bactericida

minima, -- = sem acgao.

Contra a bactéria Gram-negativa E. coli, da mesma forma que para Gram-

positiva, a substituigdo na posicao 3 do heterociclo com alquilas diminuiu a atividade

do modelo 4,5-diidroisoxazol. A presenca das alquilas causou a diminuicdo da

atividade pela metade, aumentando o valor da CIM em duas vezes em relagédo ao

4 ,5-diidroisoxazol ndo substituido (2a). A variagdo no tamanho da cadeia ou a

ramificacdo dos alquil substituintes na posicdo 3 do 4,5-diidroisoxazol (R' = CH3 até

i-Pr ), ndo causou variagao da atividade antibacteriana contra E. coli dentro da série
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2b-e. Entretanto, o composto 2f demonstrou atividade antibacteriana contra E. coli
igual ao composto 2a (Tabela 5). Novamente o composto 4,5-diidroisoxazol 2g com
R' = t-Bu n3o apresentou atividade nas concentracdes testadas. Os modelos 2j, 2k,
2m e 2n também nao apresentaram variagao significativa na atividade antibacteriana
contra E. coli, todos apresentando valores de CIM = 0,625 mg/mL, com atividade 16
vezes menor do que o padrao ampicilina.

A dissubstituicdo com alquilas nas posi¢gdes 3 e 4 diminuiu ainda mais a
atividade antibacteriana contra E. coli, o modelo 2| apresentou valor de CIM = 1,25
mg/mL, demonstrando atividade 32 vezes menor do que o padrdao ampicilina.

Portanto, é possivel afirmar que a presencga de alquilas ndo causa melhora na
atividade antimicrobiana do modelo 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol, pois
os valores de CIM e CBM medidos para 2a (R' = H) e 2f (R' = n-Bu) foram iguais,
CIM = 0,312 mg/mL, atividade antibacteriana contra E. coli 8 vezes menor do que o
padrao.

O modelo 2h com o substituinte bromometil na posicédo 3 do 4,5-diidroisoxazol
apresentou valor de CIM igual aos valores medidos para os modelos n&o substituido
2a e substituido com a butila normal na posig¢ao 3, CIM = 0,312 mg/mL. Contra a E.
coli o modelo com o substituinte dibromometil foi o mais ativo, com CIM = 0,156

mg/mL, demonstrando atividade somente 4 vezes menor do que o padrao ampicilina.
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Tabela 6 - Valores de CIM e CBM contra P. aeruginosa para os compostos 2a-o

testados.
Composto R R® CIM CBM
(mg/mL)
2a H H 0,312 0,625
2b Me H 0,625 1,25
2c Et H 0,625 1,25
2d n-Pr H 0,625 1,25
2e iso-Pr H 0,625 1,25
2f n-Bu H 0,625 1,25
29 terc-Bu H -- --
2h CH,Br H 0,312 0,625
2i CHBr, H 0,625 1,25
2] Ph H 0,625 1,25
2k H Me 0,625 1,25
2l ciclo - (CHy)4 - 0,625 1,25
2m ciclo-Pr H 0,625 --
2n CH(CH3)SCH3 H 0,312 --
20 C,H4Ph H 0,625 --
Padrao Ampiciina 0,156 --

CIM = concentragédo inibitéria minima, CBM = concentragéo bactericida

minima, -- = sem acao.

Nas medidas de atividade antibacteriana contra a bactéria Gram-negativa P.
aeruginosa dos modelos 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazoéis (Tabela 6), foi
observado, novamente, que a substituicdo da posicdo 3 do heterociclo com alquilas
causou decréscimo na atividade. O modelo 2a apresentou valor de CIM = 0,312
mg/mL somente o dobro do valor da CIM do padrao ampicilina, esse mesmo valor de
CIM foi medido também para os modelos 2h R' = CH,Br e 2n R' = CH(CH3)SCHgs,
porém para os modelos 2b-2f, 2m e 20 com alquil substituintes na posicéo 3 do 4,5-
diidroisoxazol, para o modelo 2j com a fenila na posicdo 3 e para o modelo 2|
disubstituido com alquilas nas posi¢cdes 3 e 4 do 4,5-diidroisoxazol foi medido o

mesmo valor de CIM = 0,625 mg/mL. O composto 2g novamente n&o foi ativo nas
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concentracdes testadas. Portanto, € possivel afirmar que os substituintes presentes
na série de modelos 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol testados nao
melhoram a atividade do préprio 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol sem

substituintes nas posi¢des 3 e/ou 4 contra a bactéria P. aeruginosa.

As diferengcas no comportamento das diferentes cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas frente aos compostos 2a-o0 e ao padrao, certamente é
devido as diferencas morfolégicas das paredes celulares dessas classes
bacterianas. Isso influencia na penetracdo dos compostos no ambiente celular
devido as diferengas de solubilidade dos compostos testados.

Além disso, as diferengas de comportamento entre bactérias Gram-negativas
podem ser devido aos diferentes mecanismos de resisténcia das bactérias. A
bactéria P. aeruginosa ter se mostrado mais resistente, pode refletir a sua
capacidade em formar biofilmes que bloqueiam a penetracdo do agente quimico
estranho ou também em causar efluxo ativo, o que diminui efetivamente as

concentracdes intracelulares dos compostos em teste.”
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Tabela 7 - Valores de CIM e CFM contra C. albicans para os compostos 2a-0

testados.

Composto R’ R? CIM CFM
(mg/mL)

2a H H 0,625 1,25
2b Me H 1,25 --
2c Et H 1,25 --
2d n-Pr H 0,625 --

2e iso-Pr H 0,312 0,625

2f n-Bu H 0,625 1,25

29 terc-Bu H 0,312 0,625

2h CH.Br H 0,156 1,25
2i CHBr, H n.t. n.t.

2] Ph H 0,312 1,25

2k H Me 0,312 0,625

2l ciclo - (CHy)4 - 0,312 1,25

2m ciclo-Pr H 0,312 0,625
2n CH(CH3)SCH; H 0,625 -
20 C,H4Ph H 0,625 --
Padréo Fluconazol 0,156 --

CIM = concentragao inibitoria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem acao, n.t. = ndo testado.

Contra a levedura C. albicans ndo houve relacdo evidente e facilmente

racionalizavel entre a estrutura quimica e atividade antifingica. E possivel observar

na Tabela 7 que o modelo nado substituido 2a apresentou valor de CIM = 0,625
mg/mL assim como os modelos 2d R' = n-Pr, 2f R" = n-Bu, 2n R' = CH(CH3)SCHs e

20 R" = CH,CH,Ph, entretanto, os modelos substituidos na posicdo 3 do heterociclo

com CHs; (2b) e com CH2CHj3 (2c) apresentaram somente metade dessa atividade,

com valores de CIM = 1,25 mg/mL. Ja os modelos com substituintes i-Pr (2e), t-Bu

(2g9), Ph (2)) e ciclo-Pr (2m) na posi¢cao 3 do 4,5-diidroisoxazol além dos modelos

com o substituinte CH3z na posicdao 4 do ciclo (2k) e aquele dissubstituido nas
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posicdes 3 e 4 do ciclo (2I) apresentaram o dobro de atividade em relagdo ao modelo
nao substituido com valores de CIM = 0,312 mg/mL.

Além disso, o composto mais ativo contra C. albicans foi o modelo 2h com o
substituinte 3-bromometil, com valor de CIM = 0,156 mg/mL, idéntico ao valor do
padrao fluconazol.

Portanto, é possivel dizer que a substituicio do modelo 5-triclorometil-5-
hidroxi-4,5-diidroisoxazol com metil ou etil na posigao 3 diminui a atividade desse
modelo frente ao C. albicans, entretanto a substituicdo com grupos lineares mais
volumosos como propil, butil e 2-feniletil mantém a atividade igual aquela do modelo
nao substituido. Porém a ramificacdo da cadeia alquilica na posigéo 3, a substituicao
com fenila na posicado 3, a substituicdo com metila na posi¢cao 4 e a dissubstituicao
nas posi¢cdes 3 e 4 com a alquila ciclica causam o aumento na atividade, diminuindo
pela metade o valor da CIM (a metade da atividade do fluconazol). Entretanto, o
modelo mais ativo contra C. albicans foi o 2h, substituido na posicdo 3 do 4,5-

diidroisoxazol com o volumoso bromometil.
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Tabela 8 - Valores de CIM e CFM contra C. tropicalis para os compostos 2a-0

testados.
Composto R R® CIM CFM
(mg/mL)
2a H H 0,625 1,25
2b Me H 1,25 --
2c Et H 1,25 --
2d n-Pr H 0,625 1,25
2e iso-Pr H 0,625 --
2f n-Bu H 0,312 1,25
29 terc-Bu H 0,625 --
2h CH,Br H 0,312 1,25
2i CHBr; H n.t. n.t.
2] Ph H 0,312 --
2k H Me 0,625 -
2l ciclo - (CHy)4 - 0,625 1,25
2m ciclo-Pr H 0,625 --
2n CH(CH3)SCH3 H 0,625 --
20 C,H4Ph H 0,312 --
Padréo Fluconazol 0,078 --

CIM = concentragéo inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.

Na Tabela 8 que mostra os resultados obtidos nos testes de avaliagao da

atividade antifungica da série de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazois contra a

levedura C. tropicalis € possivel

observar que o0s compostos mais ativos

apresentaram atividade 4 vezes menor do que o padrao fluconazol, eles foram os

modelos 2f, 2h, 2j e 20, todos com valor de CIM = 0,312 mg/mL. A relagdo entre

estrutura molecular e atividade antimicrobiana nestes testes também é de dificil

racionalizacdo, tanto o modelo ndo substituido 2a e os modelos 3-alquil substituidos

2d, 2e, 2g e 2m apresentaram valores equivalentes de atividade com CIM = 0,625

mg/mL, atividade antifungica contra C. tropicalis 8 vezes menor do que o padrao

fluconazol. Os modelos 2b e 2c substituidos na posicdo 3 do heterociclo,
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respectivamente, com CH; e CH,CH; sdo ainda menos ativos, demonstraram a
metade da atividade do modelo n&o substituido, valores de CIM = 1,25 mg/mL. A
presenca do substituinte CHs na posicdo 4 do heterociclo, modelo 2k e a
dissubstituicdo com alquilas nas posi¢coes 3 e 4 do heterociclo, modelo 2| mantém a
atividade destes modelos no patamar do padrao n&o substituido 2a, CIM = 0,625

mg/mL.

Tabela 9 - Valores de CIM e CFM contra C. lusitaniae para os compostos 2a-0

testados.
Composto R’ R? CIM CFM
(mg/mL)
2a H H 0,625 1,25
2b Me H - --
2c Et H 1,25 --
2d n-Pr H 0,625 1,25
2e iso-Pr H 0,312 1,25
2f n-Bu H 0,156 0,625
29 terc-Bu H 0,312 1,25
2h CH,Br H 0,312 0,625
2i CHBr, H n.t. n.t.
2] Ph H 0,312 1,25
2k H Me 0,625 1,25
2l ciclo - (CHz)4 - 0,625 1,25
2m ciclo-Pr H 0,625 1,25
2n CH(CH3)SCH; H 0,625 -
20 C,H4Ph H 0,312 1,25
Padréo Fluconazol 0,078 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.
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Na Tabela 9, que mostra os resultados obtidos nos testes de avaliacido da
atividade antifungica da série de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazéis contra a
levedura C. lusitaniae € possivel observar que o modelo mais ativo possui 2 vezes
menos atividade do que o padrao fluconazol, ele foi o modelo 2f com valor de CIM =
0,156 mg/mL. Nestes testes também de dificil racionalizagcdo, pois ndo sé&o
percebidas correlagbes imediatas entre estrutura e atividade, o modelo néao
substituido foi ativo, porém com atividade 8 vezes menor do que o padrao fluconazol,
a substituicdo da posicdo 3 do 4,5-diidroisoxazol com a metila tornou o modelo
inativo, entretanto a substituicido da posi¢cdo 3 do heterociclo com etila tornou o
modelo novamente ativo, embora com a metade da atividade do modelo nao
substituido 2a. Continuando a analise da série homodloga, partindo do modelo 2c
com a posigao 3 do 4,5-diidroisoxazol substituida com a etila CIM = 1,25 mg/mL,
passando pelo 2d com R'= n-Pr CIM = 0,625 mg/mL e chegando ao modelo 2f R'=
n-Bu CIM = 0,156 mg/mL é possivel afirmar que houve progressdo exponencial da
atividade para cada carbono adicionado a cadeia alquilica do substituinte 3.
Comparando os modelos 2d, 2e e 2m observa-se que ocorreu aumento de 2 vezes
na atividade antimicrobiana com a ramificacdo do substituinte, modelo 2d com R'= n-
Pr CIM = 0,625 mg/mL e modelo 2e com R'=i-Pr CIM = 0,312 mg/mL, a ciclizacdo
da cadeia no modelo 2m R'= ciclo-Pr manteve o mesmo padrdo de atividade do
substituinte linear. Contudo, na comparagdo dos modelos 2f R'= n-Bu CIM = 0,156
mg/mL e 2g R'= t-Bu CIM = 0,312 mg/mL observa-se a redugdo da atividade pela
metade com a ramificacdo da cadeia. Porém os dois modelos com substituintes
alquilas ramificados, 2e e 2g mantém o mesmo padrao de atividade. Esse mesmo
padrao de atividade se repete para os modelos com o substituinte 3-bromometil-
(2h), com o substituinte 3-fenil- (2j) e com o substituinte 3-(2-feniletil)- (20), todos

apresentaram o mesmo valor de CIM = 0,312 mg/mL.
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Tabela 10 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans A para os compostos 2a-0

testados.
Composto R R® CIM CFM
(mg/mL)
2a H H 0,312 0,625
2b Me H 0,625 1,25
2c Et H 1,25 --
2d n-Pr H 0,312 0,625
2e iso-Pr H 0,312 0,625
2f n-Bu H 0,039 0,312
29 terc-Bu H 0,039 0,312
2h CH,Br H 0,078 0,312
2i CHBr; H n.t. n.t.
2] Ph H 0,078 0,312
2k H Me 0,156 0,625
2l ciclo - (CHy)4 - 0,156 1,25
2m ciclo-Pr H 0,312 0,625
2n CH(CH3)SCH3 H 0,156 1,25
20 C.oH4Ph H 0,039 1,25
Padréo Fluconazol 0,019 --

CIM = concentragéo inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.

Na Tabela 10, que mostra os resultados obtidos nos testes de avaliagéo da

atividade antifungica da série de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazéis contra a

levedura C. neoformans A é possivel observar que esse € um microorganismo mais

sensivel a acdo antifungica tanto do padrao fluconazol CIM = 0,019 mg/mL quanto

dos modelos isoxazolinicos testados.

O modelo nao substituido 2a apresentou atividade antimicrobiana 16 vezes

menor do que aquela do padrao, com CIM = 0,312 mg/mL. A substituicdo na posi¢cao

3 do 4,5-diidroisoxazol com CH3; diminui ainda mais a acdo do modelo isoxazolinico,

0 modelo 2b apresentou a metade da atividade do modelo 2a. A substituicdo da

posicao 3 do 4,5-diidroisoxazol com CH,CH3; novamente causou a diminuigdo da

atividade, o modelo apresentou valor de CIM = 1,25 mg/mL significando que possui
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metade da atividade do modelo 2b e 4 da atividade do modelo n&o substituido 2a.
Entretanto, os modelos com substituintes propil na posi¢cao 3 do heterociclo 2d R' =
n-Pr, 2e R' = i-Pr e 2m R’ = ciclo-Pr apresentaram o mesmo padrdo de atividade
com CIM = 0,312 mg/mL, atividade igual aquela do modelo n&do substituido 2a. Ja a
substituicdo da posi¢ao da posicdo 3 do 4,5-diidroisoxazol com alquilas de quatro
carbonos, 2f R' = n-Bu e 2g R' = t-Bu ou com o substituinte 2-feniletil- aumentou a
atividade em 8 vezes em relacdo ao modelo nao substituido, CIM = 0,039 mg/mL.
Esses modelos demonstraram possuir a metade da atividade do padrao fluconazol
contra C. neoformans A. A presenga do substituinte 3-bromometil- (2h) e 3-fenil- (2j)
diminuiu a atividade antimicrobiana dos modelos 4,5-diidroisoxazéis pela metade em
relacdo aos modelos mais ativos 2f e 2g, porém foram 4 vezes mais ativos do que o
modelo ndo substituido. O modelo 4,5-diidroisoxazol com a metila na posicéo 4 do
heterociclo (2k), aquele dissubstituido (2I) e o modelo com o substituinte (tiometil)etil
(2n) demonstraram boa atividade antifungica contra C. neoformans A, com CIM =
0,156 mg/mL eles possuem 4 da atividade dos modelos mais ativos porém o dobro

da atividade do modelo nao substituido.
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Tabela 11 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans gattii B para os compostos

2a-0 testados.

Composto R R® CIM CFM
(mg/mL)
2a H H 0,312 0,625
2b Me H 0,312 0,625
2c Et H 0,625 1,25
2d n-Pr H 0,312 0,625
2e iso-Pr H 0,312 0,625
2f n-Bu H 0,312 0,625
29 terc-Bu H 0,312 0,625
2h CH,Br H 0,078 0,312
2i CHBr; H n.t. n.t.
2] Ph H 0,312 0,625
2k H Me 0,312 1,25
2l ciclo - (CHy)4 - 0,312 1,25
2m ciclo-Pr H 0,312 1,25
2n CH (CH3)SCH3 H 0,156 --
20 C.oH4Ph H 0,312 1,25
Padréo Fluconazol 0,019 --

CIM = concentragéo inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.

Na Tabela 11 com os resultados dos testes de atividade antifungica da série
de compostos 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazoles contra a levedura C.
neoformans gatti B, pode-se observar que todos os compostos testados
apresentaram acao, entretanto, na maioria dos casos, as alteragdes estruturais dos
substituintes nos modelos ndo causaram variacdo na atividade quando comparados
ao modelo ndo substituido (2a) que apresentou CIM = 0,312 mg/mL, portanto com
atividade 16 vezes menor do que o padrao fluconazol. Somente os compostos 4,5-
diidroisoxazodis com os substituintes 3-etil-(2c), 3-bromometil (2h) ou 3-(1-tiometil)etil
(2n) mostraram variacdo em relagcdo ao modelo nao substituido. A presenga do 3-
etil-substituinte reduziu a atividade do modelo a metade daquela do modelo 2a,

apresentou CIM = 0,625 mg/mL. O substituinte 3-(1-tiometil)etil- causou melhora na
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atividade reduzindo o valor de CIM para 0,156 mg/mL, demonstrando o dobro de

atividade em relacédo a maioria do 4,5-diidroisoxazois testados. Porém o modelo mais

ativo foi o 2h com o substituinte 3-bromometil, o qual apresentou CIM = 0,078

mg/mL, atividade 4 vezes maior do que os outros modelos e somente 4 vezes menor

do que aquela do padrao fluconazol.

Tabela 12 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans gattii C para os compostos

2a-0 testados.

Composto R’ R? CIM CFM
(mg/mL)
2a H H 0,156 0,312
2b Me H 0,039 0,078
2c Et H 0,039 0,625
2d n-Pr H 0,039 0,312
2e iso-Pr H 0,039 0,156
2f n-Bu H 0,019 0,039
29 terc-Bu H 0,039 0,078
2h CH.Br H 0,039 0,312
2i CHBr, H n.t. n.t.
2] Ph H 0,039 0,156
2k H Me 0,039 0,312
2l ciclo - (CHy)4 - 0,039 1,25
2m ciclo-Pr H 0,078 0,156
2n CH(CH3)SCH; H 0,156 0,312
20 C,H4Ph H 0,019 0,039
Padréao Fluconazol 0,019 --

CIM = concentragéo inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem acao, n.t. = ndo testado.

Os resultados dos testes de atividade antimicrobiana, apresentados na Tabela

12, demonstram que a levedura C. neoformans gattii C foi o microrganismo testado

mais susceptivel a atividade antimicrobiana da série de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-

diidroisoxazoles 2a-0, sendo que todos os compostos apresentaram baixos valores
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de CIM. Os modelos ndo substituido 2a e 2n com o substituinte 3-(1-tiometil)etil-
foram os menos ativos com valores de CIM = 0,156 mg/mL, demonstrando ser 8
vezes menos ativos do que o padrao fluconazol (CIM = 0,019 mg/mL). Duas vezes
mais ativo do que esses foi 0 modelo 2m com valor de CIM = 0,078 mg/mL. Depois
temos a maioria dos modelos testados, 2b-e e 2g-l, todos com o mesmo valor de
CIM = 0,039 mg/mL e somente duas vezes menos ativos do que o padrdo. O
resultado mais promissor foi com os modelos 2f e 20 que demonstraram atividade
antifungica contra C. neoformans gattii C igual aquela do padréo fluconazol, CIM =
0,019 mg/mL.

Tabela 13 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans D para os compostos 2a-0

testados.
Composto R’ R? CIM CFM
(mg/mL)
2a H H 0,312 0,625
2b Me H 0,625 1,25
2c Et H 0,625 1,25
2d n-Pr H 0,312 0,625
2e Iso-Pr H 0,312 0,625
2f n-Bu H 0,312 0,625
29 terc-Bu H 0,312 0,625
2h CHBr H 0,039 0,312
2i CHBr3 H n.t. n.t.
2] Ph H 0,312 0,625
2k H Me 0,312 0,625
2l ciclo - (CHy)4 - 0,156 1,25
2m ciclo-Pr H 0,312 --
2n CHz(CH3)SCH3 H 0,625 --
20 C,H4Ph H 0,312 1,25
Padréo Fluconazol 0,019 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.
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Finalmente, na Tabela 13 estdo apresentados os resultados dos testes de
atividade antifungica da série de 4,5-diidroisoxazdis 2a-0 contra a levedura C.
neoformans D. Neste caso os modelos testados podem ser divididos em quatro
grupos. O modelo nado substituido 2a, assim como para a maioria dos modelos 3-
substituidos 2d-g, 2j, 2m e 20, e 0 modelo com o substituinte na posigdo 4 do
isoxazol, 2k, apresentaram valor de CIM = 0,312 mg/mL, demonstrando atividade 16
vezes menor do que aquela do padrao fluconazol. A substituicdo com 3-metil- (2b),
3-etil-(2c) ou 3-(1-tiometil)etil- (2n) diminuiu ainda mais a atividade do modelo 5-
triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol, esses compostos apresentaram valores de
CIM = 0,625 mg/mL, portanto com metade da atividade dos modelos anteriores. O
modelo dissubstituido 2| nesse caso apresentou boa atividade sendo duas vezes
mais ativo do que o modelo n&o substituido, CIM = 0,156 mg/mL. Porém, o modelo
mais ativo foi o composto 2h, para o qual foi medida CIM = 0,039 mg/mL,
demostrando atividade somente duas vezes menor do que o padrao e 8 vezes maior

do que o0 modelo n&o substituido 2a.
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4.2.2 Resultados obtidos para a série de acidos isoxazol-5-carboxilicos 3.

Tabela 14 - Valores de CIM e CBM contra S. aureus para os compostos 3 testados.

Composto R’ R? CIM CBM
(mg/mL)
3b Me H 0,625 1,25
3k H Me 0,625 1,25
3l ciclo — (CH2)4 0,625 1,25
Padréao Ampicilina 0,039 --

Tabela 15 - Valores de CIM e CBM contra E. coli para os compostos 3 testados.

Composto R’ R? CIM CBM
(mg/mL)
3b Me H 0,625 1,25
3k H Me 0,625 1,25
3l ciclo — (CH2)4 0,312 1,25
Padréo Ampicilina 0,039 --

Tabela 16- Valores de CIM e CBM contra P. aeruginosa para os compostos 3

testados.
Composto R’ R? CIM CBM
(mg/mL)
3b Me H 0,625 1,25
3k H Me 0,625 1,25
3l ciclo — (CH2)4 0,625 1,25
Padréao Ampicilina 0,156 --

CIM = concentragdo inibitéria minima, CBM = concentracao bactericida

minima, n.t. = ndo testado.

Nas Tabelas 14, 15 e 16 sdo apresentados os resultados obtidos na avaliagao
antibacteriana dos modelos &acidos isoxazol-5-carboxilicos, foram testados os
compostos 3b, 3k e 3l contra as bactérias teste S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.

De maneira geral, a comparacgao preliminar dos resultados mostrados nas Tabela 4,
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5 e 6 para os testes da série de 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazéis 2, contra
0 mesmo conjunto de bactérias, com estes obtidos com o conjunto de acidos 3
demonstra que a alteragdo da estrutura do modelo isoxazolinico causou pouca
variagdo na atividade biolégica dos modelos. Assim, quando comparamos a
atividade antibacteriana contra S. aureus do modelo 2b CIM = 0,625 mg/mL com a
aquela do modelo 3b, CIM = 0,625 mg/mL, observa-se 0 mesmo padréo de
atividade. Entretanto, para os modelos 3k e 3| a variagdo do modelo estrutural do
isoxazol da forma 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol para o acido isoxazol-5-
carboxilico com o mesmo padrao de substituicdo nas posicoes 3 e 4 do ciclo
isoxazolinico melhorou a performance da atividade antibacteriana reduzindo a CIM a
metade, 2k e 2| CIM = 1,25 mg/mL e 3k e 3l CIM = 0,625 mg/mL. Portanto, esses
ultimos modelos isoxazolinicos aromaticos foram duas vezes mais ativos do que os
respectivos modelos 4,5-diidroisoxazais.

Também nos testes realizados para avaliagdo da atividade antibacteriana
contra E. coli dos modelos acidos isoxazol-5-carboxilicos & possivel a comparagao
com os respectivos 4,5-diidroisoxazoéis, considerando o mesmo padrdo de
substituicdo nas posicoes 3 e 4 do ciclo isoxazolinico. Nesse caso para os modelos
3b e 3k ndo houve nenhuma variagdo da atividade com a mudanca estrutural do
isoxazol, os modelos acidos continuaram com a mesma atividade dos 4,5-
diidroisoxazois, com CIM = 0,625 mg/mL. Porém, para o modelo dissubstituido com
a alquila ciclica nas posi¢cdes 3 e 4 do ciclo a variacéo estrutural de 4,5-diidroisoxazol
para acido isoxazol-5-carboxilico melhorou a atividade anti E.coli, aumentando-a em
4 vezes. O modelo 2| apresentou CIM = 1,25 mg/mL, enquanto o acido 3l apresentou
CIM = 0,312 mg/mL.

A bactéria P. aeruginosa se mostrou menos sensivel aos agentes quimicos
4 ,5-diidroisoxazois, naqueles testes também foram observadas poucas variagdes na
atividade dos modelos em fungdao dos diferentes substituintes ou padrées de
substituicdo do ciclo isoxazolinico. Do mesmo modo, nesses testes de atividade dos
modelos acidos 3 contra P. aeruginosa, os trés modelos apresentaram o mesmo
padrao de atividade, assim como mostrado anteriormente para os modelos 2. Além
disso a mudanga do modelo 4,5-diidroisoxazol para o modelo acido isoxazol-5-
carboxilico também nao variou a capacidade antibacteriana contra P. aeruginosa
todos, 2 ou 3 apresentaram o mesmo valor de CIM = 0,625 mg/mL, todos 4 vezes

menos ativos do que o padrao ampicilina.
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4.2.3 Resultados Obtidos para a Série de 5-trialometil-3-aril-isoxazois 4 e 5.

Tabela 17 - Valores de CIM e CBM contra S. aureus para os compostos 4 e 5

testados.
Composto X R CIM CBM
(mg/mL)
4j Cl H 1,25 --
4p Cl CHs; 0,312 0,625
4q Cl F 0,625 1,25
4r Cl Cl 0,156 --
4s Cl Br 0,625 1,25
4t Cl NO, 0,312 1,25
5] F H 1,25 --
5p F CHs 1,25 --
5q F F 1,25 --
5r F Cl 0,625 --
5s F Br 0,312 0,625
5t F NO; 0,625 1,25
Padréo Ampicilina 0,039 --

CIM = concentracgao inibitéria minima, CBM = concentrac¢éo bactericida

minima, -- = sem agao, n.t. = ndo testado.

A Tabela 17 apresenta os resultados dos testes de avaliagdo da atividade
antibacteriana da série de compostos 5-trialometil-3-aril-isoxazdis 4 e 5 contra a
bactéria Gram-positiva S. aureus. Essa série de compostos permite a comparacao
do efeito do grupo substituinte na posicdo 4 do grupamento 3-aril- do heterociclo
dentro das séries de isoxazois triclorometil- e trifluorometil-substituidos, além da
comparagao dos efeitos de cada um desses ultimos para um mesmo substituinte 3-
aril no ciclo isoxazol.

De modo geral a série de modelos triclorometil-substituidos foi mais ativa,
apresentando o modelo mais ativo na série contra S. aureus, o composto 4r, com o
substituinte 4-clorofenil- na posicao 3 do isoxazol. Esse modelo foi somente 4 vezes
menos ativo que o padrao ampicilina, apresentando CIM = 0,156 mg/mL. Na série

dos derivados triclorometil-substituidos ainda é possivel destacar os compostos 4p e
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4t, com os substituintes 4-metilfenil- e 4-nitrofenil- na posicdo 3 do isoxazol,
respectivamente, com CIM = 0,312 mg/mL, demonstrando a metade da atividade do
modelo mais ativo 4r. Os compostos isoxazois 4q com o substituinte 3-(4-fluorfenil)-
e 4s com o substituinte 3-(4-bromofenil)- somente %4 da atividade do modelo mais
ativo com CIM = 0,625 mg/mL. E, finalmente, o modelo 5-triclorometil-3-fenil-isoxazol
foi o menos ativo da série contra S. aureus com CIM = 1,25 mg/mL, sendo 8 vezes
menos ativo do que 4r e 32 vezes menos ativo do que o padrao. Observou-se ainda
que apenas dois dos compostos 5-triclorometil substituidos ndo apresentaram CBM
nas concentragoes testadas.

Na série de isoxazois trifluormetil-substituidos o modelo mais ativo foi o
composto 5s, 3-(4-bromofenil)-5-trifluormetil-isoxazol, com CIM = 0,312 mg/mL, a
metade da atividade do modelo triclorometil-substituido mais ativo. Porém com o
dobro da atividade do seu analogo 4s. Ja para os modelos 5r, 3-(4-clorofenil)-5-
trifluorometil-isoxazol e 5t, 5-trifluormetil-3-(4-nitrofenil)-isoxazol o valor de CIM =
0,625mg/mL indica metade da atividade do modelo 5s. E, também, quando
comparados com os analogos triclorados observa-se redugéo de atividade, o modelo
5r é 4 vezes menos ativo do que 4r e o modelo 5t é duas vezes menos ativo do que
4t. Apenas dois dos compostos 5-trifluormetil substituidos apresentaram CBM nas
concentracdes testadas.

Essa mesma reducéo de atividade é observada quando o modelo 5q, 3-(4-
fluorfenil)-5-trifluormetil-isoxazol com CIM = 1,25 mg/mL e 5p, 5-trifluormetil-3-(4-
metilfenil)-isoxazol com CIM = 1,25 mg/mL sdo comparados aos seus analogos
triclorometil-substituidos. Assim, 5p possui somente 74 da atividade do modelo 4p, e
5@ possui somente a metade da atividade do modelo 4q.

Outra observacgao importante foi que os modelos com a fenila ndo substituida,
tanto triclorometil-substituido 4j quanto trifluormetil-substituido 5] demonstraram o
mesmo grau de atividade contra S. aureus com CIM = 1,25 mg/mL.

Considerando, ainda, que os compostos 4p e 5s apresentaram valores de
CIM e CBM idénticos, ou seja, a mesma atividade, é possivel dizer que esses

modelos s&o bioisdsteros* em relagao a atividade antibacteriana contra S. aureus.
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Tabela 18 - Valores de CIM e CBM contra E. coli para os compostos 4 e 5 testados.

Composto X R CIM CBM
(mg/mL)
4j Cl H 0,625 --
4p Cl CHs; 0,625 1,25
4q Cl F 0,625 --
4r Cl Cl 0,625 --
4s Cl Br 0,625 1,25
4t Cl NO; 0,625 1,25
5 F H 1,25 -
5p F CHs; 1,25 --
5q F F - -
5r F Cl 0,625 1,25
5s F Br 1,25 --
5t F NO, 0,625 1,25
Padrao Ampicilina 0,039 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CBM = concentragao bactericida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.

A Tabela 18 apresenta os resultados dos testes de avaliagdo da atividade
antimicrobiana da série de compostos 5-trialometil-3-aril-isoxazois 4 e 5 contra a
bactéria Gram-negativa E. coli. Todos os compostos testados apresentaram
atividade, porém, os valores de CIM e CBM demonstraram atividades no minimo 16
vezes menor do que o padrao ampicilina.

Na série de 5-triclorometil-isoxazois 4 ndo houve variagdo do grau de
atividade em funcdo da variacdo do substituinte 3-fenil-, todos os modelos
apresentaram a mesma CIM = 0,625 mg/mL, demonstrando 16 vezes menor
atividade do que o padrdo. Ja na série de 5-trifluormetil-isoxazois 5, foi possivel
observar variagdes no grau da atividade antibacteriana contra E. coli em fungéo da
variagdo do substituinte do grupo 3-fenil- do isoxazol. Os compostos 5j, 5p e 5s
apresentaram atividade contra E. coli ainda menor do que os analogos 4, com CIM =
1,25 mg/mL, portanto a variagao estrutural do modelo 5-triclorometil-isoxazol para 5-
trifluorometil-isoxazol diminuiu a atividade. Além disso, o modelo 5q nao foi ativo, em

nenhuma das concentragdes testadas. Os modelos 5r e 5t demonstraram o0 mesmo
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grau de atividade contra E. coli que os modelos 4, com valores de CIM = 0,625
mg/mL.

Deste modo, os modelos 4p, 4s, 4t, 5r, 5t apresentaram valores de CIM e
CBM idénticos, ou seja, a mesma atividade, sendo possivel dizer que estes modelos

sao bioisdsteros em relagao a atividade antibacteriana contra E. coli.

Tabela 19 - Valores de CIM e CBM contra P. aeruginosa para os compostos 4 e 5

testados.
Composto X R CIM CBM
(mg/mL)
4j Cl H 0,625 1,25
4p Cl CHs 0,156 1,25
4q Cl F 0,625 1,25
4r Cl Cl 0,625 -
4s Cl Br 0,312 1,25
4t Cl NO, 0,312 1,25
5 F H 0,625 -
op F CHs 0,625 1,25
5q F F 0,625 1,25
5r F Cl 0,625 1,25
5s F Br 0,625 --
5t F NO> 0,625 1,25
Padréao Ampicilina 0,156 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CBM = concentragao bactericida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.

A Tabela 19 apresenta os resultados dos testes de avaliagdo da atividade
antibaceriana da série de compostos 5-trialometil-3-aril-isoxazois 4 e 5 contra a
bactéria Gram-negativa P. aeruginosa. Todos os compostos testados apresentaram
atividade, e novamente pode-se observar que os compostos da série dos 3-aril-5-
triclorometil-isoxazdis 4 foram mais ativos do que os analogos da série de 3-aril-5-
trifluormetil-isoxazois. Na série de modelos 4, o modelo sem substituinte na fenila 4j,

assim como os modelos 4q 3-(4-fluorfenil)-5-triclorometil-isoxazol e 4r 3-(4-
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clorofenil)-5-triclorometil-isoxazol apresentaram o mesmo padréo de atividade com
CIM = 0,625 mg/mL a2 da atividade do padrédo. Entretanto, os modelos com os
substituintes 4-bromofenil- (4s) e 4-nitrofenil- (4t) apresentaram o dobro da atividade
do modelo com a fenila ndo substituida, CIM = 0,312 mg/mL, e ainda mais, o modelo
com o substituinte 4-metilfenil- 4p apresentou 4 vezes mais atividade do que o
modelo com a fenila ndo substituida e o mesmo grau de atividade do padrao
ampicilina, CIM = 0,156.

Os modelos trifluormetil-substituidos apresentaram todos o mesmo grau de
atividade sem variar em fung¢édo da variagao do substituinte da posigcéao 4 da fenila na
posicdo 3 do isoxazol, todos apresentaram valor de CIM = 0,625 mg/mL,
demonstrando V4 da atividade do padrao ampicilina.

Também foi observado, que contra a P. aeruginosa aconteceu o

bioisosterismo entre 4j, 4q, 5p, 5r, 5q e 5t.

Tabela 20 - Valores de CIM e CFM contra C. albicans para os compostos 4 e 5

testados.
Composto X R CIM CFM
(mg/mL)
4 Cl H 0,625 --
4p Cl CHs; 0,625 --
4q Cl F 0,625 --
4r Cl Cl 1,25 --
4s Cl Br 0,156 -
4t Cl NO; 0,625 --
5] F H 0,312 -
op F CH3 0,312 1,25
5q F F 0,156 --
5r F Cl 0,156 1,25
5s F Br 0,312 0,625
5t F NO; 0,156 --
Padrao Fluconazol 0,156 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem agao, n.t. = ndo testado.
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A Tabela 20 apresenta os resultados dos testes de avaliagdo da atividade
antifungica da série de compostos 5-trialometil-3-aril-isoxazéis 4 e 5 contra a
levedura C. albicans. Todos os compostos testados apresentaram atividade contra
C. albicans, observando-se que a série de modelos 5-trifluormetil-isoxazol 5
apresentou maior numero de compostos com alta atividade e também apresentou
maiores variagdes no grau da atividade em fungdo dos substituintes da fenila na
posicao 3 do isoxazol.

Dentro da série de modelos 5-triclorometil-isoxazéis o composto 4r, 3-(4-
clorofenil)-5-triclorometil-isoxazol foi 0 que apresentou a menor atividade. Com valor
de CIM = 1,25 mg/mL, demonstrou ser 8 vezes menos ativo do que o padrao
fluconazol. Ja os modelos 4j, 4p, 49 e 4t apresentaram duas vezes mais atividade do
que 4r e, portanto, 4 vezes menor atividade do que o padrao, CIM = 0,625 mg/mL. O
destaque da série foi o modelo 4s 3-(4-bromofenil)-5-triclorometil-isoxazol com
atividade igual aquela do padréao, CIM = 0,156 mg/mL. Nenhum dos compostos 5-
triclorometil substituidos apresentou CFM nas concentragdes testadas.

A série dos modelos 5-trifluormetil-isoxazéis ficou dividida em dois grupos, os
modelos 5j, 5p e 5s demonstraram ser duas vezes menos ativos do que o padrao
com CIM = 0,312 mg/mL. Quando comparados aos seus analogos triclorometil-
substituidos os compostos 5] e 5p tiveram melhoria da atividade, eles foram duas
vezes mais ativos do que 4j e 4p. Porém, quando foram comparados 4s e 5s
observou-se que o derivado triclorometil-substituido € duas vezes mais ativo do que
0 analogo trifluormetil-substituido.

O segundo grupo dos modelos trifluormetil-substituidos foi formado pelos
modelos com mesmo grau de atividade do padrao fluconazol contra C. albicans, 5q,
5r e 5t apresentaram CIM = 0,156 mg/mL, todos muito mais ativos do que os seus
respectivos analogos triclorometil-substituidos, porém, dentre estes, o composto 5r
foi o unico que apresentou CFM nas concentracdes testadas, portanto se mostrando

mais ativo.
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Tabela 21 - Valores de CIM e CFM contra C. tropicalis para os compostos 4 e 5

testados.
Composto X R CIM CFM
(mg/mL)

4j Cl H 0,312 --

4p Cl CHs 0,625 --
4q Cl F 0,625 1,25

4r Cl Cl 0,312 --

4s Cl Br 0,625 --

4t Cl NO; 0,625 --

5] F H 0,625 -

op F CHs 0,625 --

5q F F 0,625 --
5r F Cl 0,312 1,25

5s F Br 0,625 --

5t F NO; 0,625 --

Padrao Fluconazol 0,078 --

CIM = concentracao inibitéria minima, CFM = concentragdo fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.

Na Tabela 21 observa-se a os resultados dos testes de avaliacdo da atividade

antifungica da série de modelos 5-trialometil-3-aril-isoxazois 4 e 5 contra a levedura

C. tropicalis. Toda a série de modelos 5-trialometil-isoxazéis 4 e 5 apresentaram

valores de CIM muito altos em relacdo ao padrdo e apenas dois modelos

apresentaram CFM nas concentracoes testadas.

Na série dos modelos 5-triclorometil-isoxazois, ndo houve melhora de

atividade em relagdo ao modelo 4) R = H CIM = 0,312, com nenhuma variagédo no

substituinte na posigcédo 4 da fenila no isoxazol. Somente o composto 4q apresentou

CFM nas concentragdes testadas.

Quanto a variagdo do substituinte na posicado 4 da fenila no isoxazol nos

modelos 5-trifliormetil isoxazois, houve melhora na atividade em relagdo ao modelo
5 R=H CIM = 0,625 somente no composto 5r R = CIl, com CIM = 0,312. Ainda,

apenas o composto 5r apresentou CFM nas concentragdes testadas.
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Tabela 22 - Valores de CIM e CFM contra C. lusitaniae para os compostos 4 € 5

testados.
Composto X R CIM CFM
(mg/mL)
4j Cl H 0,625 --
4p Cl CHs 0,156 --
4q Cl F 0,312 1,25
4r Cl Cl 0,312 --
4s Cl Br 0,625 --
4t Cl NO; 0,625 --
5 F H 0,625 -
S5p F CH3 0,625 1,25
5q F F 0,625 1,25
5r F Cl 0,039 1,25
5s F Br 0,625 --
5t F NO; 0,312 1,25
Padréao Fluconazol 0,078 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CFM = concentracdo fungicida

minima, -- = sem acao, n.t. = ndo testado.

A Tabela 22 demonstra que alguns dos modelos das séries de compostos 5-
trialometil-3-aril-isoxazdis 4 e 5 testados apresentaram uma excelente atividade com
a levedura C. lusitanea. O modelo 5r foi o mais promissor da série de modelos 5-
trifliormetil isoxazois, apresentando uma atividade duas vezes maior que a do
padrao fluconazol, com CIM = 0,039mg/mL.

Ainda, entre a série de modelos 5-trifliormetil isoxazois, também houve
melhora da atividade em relagdo ao composto 5 R = H CIM = 0,625mg/mL, com a
substituicdo na posicao 4 da fenila no isoxazol por NO,, sendo que o composto 5t
apresentou CIM = 0,312mg/mL. Apenas dois dos modelos 5-trifliormetil isoxazodis
nao apresentaram CFM contra C. lusitaniae nas concentragdes testadas.

No caso dos modelos 5-triclorometil isoxazéis, houve aumento na atividade
contra C. lusitaniae em relagdo ao composto 4j com a substituicdo na posig¢ao 4 da
fenila no isoxazol por F, Cl, e CH3, sendo que o composto 4p R = CHj; apresentou

metade da atividade do fluconazol, com CIM de 0,156mg/mL.
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Tabela 23 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans A para os compostos 4 e 5

testados.
Composto X R CIM CFM
(mg/mL)
4j Cl H 0,156 1,25
4p Cl CHs 0,039 1,25
4q Cl F 0,156 1,25
4r Cl Cl 0,156 --
4s Cl Br 0,156 0,625
4t Cl NO; 0,039 --
5 F H 0,156 1,25
S5p F CH3 0,039 1,25
5q F F 0,039 --
5r F Cl 0,039 0,625
5s F Br 0,039 1,25
5t F NO; 0,156 0,625
Padréao Fluconazol 0,019 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CFM = concentracdo fungicida

minima, -- = sem acao, n.t. = ndo testado.

A Tabela 23 mostra valores de CIM que variam de 0,039 a 0,156mg/mL,
valores muito proximos do padréo, para todos os modelos das séries de compostos
5-trialometil-3-aril-isoxazois 4 e 5 testados contra a levedura C. neoformans A.

No caso dos modelos com 5-triclorometil isoxazéis, houve aumento na
atividade em 4 vezes em relagdo ao composto 4) R = H CIM = 0,156mg/mL, com a
substituicdo na posicéao 4 da fenila no isoxazol por NO; (4t) e CH3(4p), diminuindo o
valor da CIM para 0,039mg/mL, valor apenas duas vezes maior que o padrao.

Na série de modelos 5-trifluormetil isoxazdéis, ndo houve aumento da atividade
em relagdo ao modelo 5 R = H CIM = 0,156mg/mL, apenas com a substituicdo na
posicao 4 da fenila no isoxazol por NO,. Todos os outros modelos apresentaram CIM
= 0,039mg/mL, sendo apenas duas vezes menos ativos que o padrdo, sendo que
dentre estes, destacou-se o modelo 5r R = Cl que apresentou o menor valor de
CFM.
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De modo geral, os modelos substituidos por trifliormetil na posigdo 5 do
isoxazol foram mais ativos contra C. neoformans A do que substituidos por

triclorometil.

Tabela 24 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans gattii B para os compostos

4 e 5 testados.

Composto X R CIM CFM
(mg/mL)

4j Cl H 0,156 1,25
4p Cl CHs; 0,039 0,312
4q Cl F 0,078 0,625
4r Cl Cl 0,156 0,625
4s Cl Br 0,156 0,625
4t Cl NO, 0,039 --
5] F H 0,156 1,25
5p F CHs; 0,039 1,25
Sq F F 0,039 1,25
5r F Cl 0,039 0,625
5s F Br 0,039 1,25
5t F NO, 0,156 0,625

Padréo Fluconazol 0,019 -

CIM = concentracgao inibitéria minima, CFM = concentragao fungicida

minima, -- = sem acao, n.t. = ndo testado.

Observa-se que todos os modelos das séries de compostos 4 e 5 foram muito
ativos contra C. neoformans gattii B, uma vez que os valores de CIM apresentados
na Tabela 24 variaram de 0,039 a 0,156mg/mL, muito préximos do padréo.

Entre os modelos 5-trifliormetil isoxazois, o modelo 5) R = H apresentou CIM
= 0,156mg/mL, ocorrendo aumento na atividade com a substituicao na posicao 4 da
fenila no isoxazol por F, uma vez que o modelo 4q apresentou CIM = 0,078mg/mL e,
também, por NO; (4t) ou CHs3 (4p), pois nestes casos a CIM = 0,039mg/mL. Estes
valores de CIM demonstram que os modelos 4t e 4p apresentaram metade da

atividade do padrao. Os modelos 4r e 4s apresentaram o mesmo valor de CIM que o
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modelo 4j, porém pode-se considerar que houve uma melhora na atividade, pois os
dois modelos apresentaram valores de CFM menores que o modelo 4j.

Considerando-se os modelos 5-trifliormetil isoxazodis, o composto 5 R = H
apresentou CIM = 0,156mg/mL, sendo que ocorreu diminuicdo da CIM para
0,039mg/mL com a maioria das substituicdes na posi¢cdo 4 da fenila no isoxazol,
exceto com a substituicdo por NO, (5t), porém pode-se dizer que o modelo 5t
apresentou melhora na atividade, pois teve menor CFM que o modelo 5j. Dentre os
compostos com CIM = 0,039mg/mL, o composto 5r destacou-se por apresentar o
menor valor de CFM.

Novamente, de modo geral, os modelos 5-trifliormetil isoxazdis apresentaram
melhor atividade antifungica do que os modelos 5-triclorometil isoxazéis.

Dentre todos os modelos das séries 4 e 5, apenas o composto 4t nao
apresentou acgado fungicida contra C. neoformans gatti B nas concentragdes

testadas.

Tabela 25 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans gattii C para os compostos

4 e 5 testados.

Composto X R CIM CFM
(mg/mL)
4j Cl H 0,039 0,312
4p Cl CHs; 0,039 0,312
4q Cl F 0,156 0,312
4r Cl Cl 0,039 0,078
4s Cl Br 0,156 0,312
4t Cl NO; 0,039 1,25
5] F H 0,039 0,625
5p F CHs 0,039 0,312
5q F F 0,039 0,625
5r F Cl 0,039 0,078
5s F Br 0,039 0,312
5t F NO, 0,039 0,312
Padréo Fluconazol 0,019 --

CIM = concentracgao inibitéria minima, CFM = concentragéo fungicida

minima, -- = sem agéo, n.t. = ndo testado.
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Assim como para a série de modelos 2, C. neoformans gattii C se mostrou o
microrganismo testado mais susceptivel aos modelos das séries 4 e 5, uma vez que
todos os modelos apresentaram acao fungicida nas concentragdes testadas e
valores baixos de CIM (Tabela 25). A maioria dos compostos se mostrou apenas
duas vezes menos ativos que o padrao.

Considerando os modelos 5-triclorometil isoxazdis, o modelo 4 R = H
apresentou CIM = 0,039mg/mL e CFM = 0,312mg/mL, sendo que a maioria das
substituicbes na posicdo 4 da fenila no isoxazol ndo melhoram e, até mesmo,
diminuiram a atividade em relacdo ao modelo 4j. Apenas o modelo 4r R = ClI
apresentou um aumento na atividade, pois apesar de apresentar a mesma CIM do
modelo 4j, apresentou CFM muito mais baixa, com um valor de 0,078mg/mL.

Para os modelos 5-trifliormetil isoxazois, observou-se que todos os modelos
na série apresentaram a mesma CIM, com um valor de 0,039mg/mL, havendo
aumento na atividade em relagdo ao modelo 5] R = H somente quando se considera
a CFM dos compostos. A maioria das variagdes na posi¢cao 4 da fenila no isoxazol
causaram uma diminui¢gao no valor da CFM em relacdo ao modelo 5j, com exceg¢ao
do modelo 5q. Da mesma forma que com os modelos 5-triclorometil isoxazois, a
melhor substituicédo foi por ClI, pois 0 modelo 5r apresentou CFM = 0,078mg/mL.

Mais uma vez, os modelos 5-trifliormetil isoxazoéis, de modo geral, tiveram
mais atividade antifungica do que os modelos 5-triclorometil isoxazois.

Os modelos 4r e 5r destacaram-se dentro das séries de compostos 4 e 5
contra C. neoformans gatti C, ambos com de CIM=0,039mg/mL e
CFM=0,078mg/mL.
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Tabela 26 - Valores de CIM e CFM contra C. neoformans D para os compostos 4 e 5

testados.
Composto X R CIM CFM
(mg/mL)
4j Cl H 0,156 1,25
4p Cl CHs 0,625 1,25
4q Cl F 0,156 1,25
4r Cl Cl 0,156 0,625
4s Cl Br 0,156 0,312
4t Cl NO; 0,039 --
5 F H 0,156 1,25
5p F CHs; 0,039 0,625
5q F F 0,039 1,25
5r F Cl 0,039 0,312
5s F Br 0,156 1,25
5t F NO; 0,156 0,625
Padréao Fluconazol 0,019 --

CIM = concentragao inibitéria minima, CFM = concentracdo fungicida

minima, -- = sem acao, n.t. = ndo testado.

Contra C. neoformans D, a maioria dos modelos 4 e 5 testados apresentaram
CIM préxima do padrao fluconazol (Tabela 26), sendo que apenas o composto 4t
nao apresentou agao fungicida.

Considerando os modelos 4, 5-triclorometil isoxazdéis, o composto 4f R = H
apresentou CIM = 0,156mg/mL e CFM = 1,25mg/mL, sendo que a maioria das
substituicbes na posicdo 4 da fenila no isoxazol, com excegdo do modelo 4p,
aumentou a atividade em relagao ao modelo 4j. O composto mais ativo foi o 4t, com
CIM = 0,039mg/mL, apenas duas vezes menos ativo que o padrdo, porém nao
apresentando CFM nas concentragdes testadas.

Com relacdo aos modelos 5, 5-trifliormetil isoxazois, para o composto 5) R =
H observou-se CIM = 0,156mg/mL e CFM = 1,25mg/mL. A maioria das substituicdes
na posicao 4 da fenila no isoxazol diminuiu a CIM dos compostos, aumentando a
atividade, exceto quando substituido por NO,, pois o0 modelo 5t apresentou CIM e

CFM idénticas ao composto 5j. Trés dos modelos (5p, 5q, 5r) apresentaram CIM =
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0,039mg/mL, e dentre estes destacou-se o modelo 5r, que apresentou o menor valor
de CFM.
Novamente, os modelos 5-triffliormetil isoxazodis tiveram maior atividade

antifungica do que os 5-triclorometil isoxazéis.
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5. CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, todos os compostos estudados

demonstraram atividade antimicrobiana.

Para a série de compostos 2, 5-triclorometil-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazais,
observou-se que o aumento da cadeia alquilica em R' ndo é interessante para a
atividade antibacteriana. Os compostos bromados foram os mais ativos contra S.
aureus e E. coli. Contra S. aureus o mais ativo foi o composto 2h (R'= CH,Br). Ja
contra E. coli, o mais ativo foi o 2i (R'= CHBr,). De modo geral, P. aeruginosa se
mostrou mais resistente a todos os compostos 2.

Contra fungos do género Candida ndo se observou uma relagdo evidente
entre a estrutura quimica dos compostos 2. Nesta série destacou-se a atividade do
composto 2h contra C. albicans, idéntica ao padrao fluconazol. Observou-se uma
maior atividade da maioria dos compostos 2 contra C. neoformans gattii C, com boa

atividade quando comparados com o padrao fluconazol.

Foi observado que para a série de compostos 3, isoxazois 5-acido carboxilico,
houve uma relativa diminuigdo da atividade antibacteriana quando comparados com
a série de compostos 2, portanto a substituigdo do carbono 5 do isoxazol com o
grupo COOH nao foi interessante para a atividade antibacteriana, frente aos

microrganismos testados.

Para a série de compostos 4 e 5, isoxazdis 3-aril substituidos, pode-se
observar que a substituicdo com o grupo triclorometil no carbono 5 do isoxazol é
melhor para a atividade antibacteriana do que com o grupo trifluormetil. O composto
4p demonstrou atividade contra P. aeruginosa idéntica ao padrao ampicilina.

Por outro lado, a presenca do grupamento trifluormetil no carbono 5 do
isoxazol € mais favoravel para a atividade antifungica do que a presenca do
grupamento triclorometil. O composto 5r foi 0 composto mais ativo contra todas as
espécies de fungos testadas, demonstrando uma excelente atividade contra C.

lusitaniae, sendo neste caso duas vezes mais ativo que o padrao fluconazol.
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6. SUGESTOES PARA A CONTINUIDADE DO TRABALHO

Os importantes resultados deste trabalho contribuem para o avango da
formagao de pessoal habilitado nesta interface das ciéncias quimica e farmacéutica,
entretanto € fundamental a continuidade dos trabalhos no sentido de avaliagéo de
outras caracteristicas destas substancias como toxicidade, mecanismo de acao
antimicrobiano, entre outros testes in vitro e in vivo.

Assim, sugerimos para continuidade deste trabalho, a correlagdo dos valores
encontrados na avaliagcdo da atividade antimicrobiana com paréametros fisico-
quimicos, que podem ser obtidos por um programa computacional de quimica
tedrica, a fim de se promover um estudo de relagdes quantitativas entre a estrutura
quimica e a atividade dos compostos em estudo.

Além disso, sugerimos a implementacao da avaliagdo sistematica da atividade

farmacoldgica de outras séries de substancias produzidas no NUQUIMHE.
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FIGURA 11. (a) Espectro de 'H RMN de 5-triclorometil-5-hidroxi-3-(1-tiometil-etil)-4,5-
diidroisoxazol (2n); (b) expansao do espectro.



74

Pl

ARREN

FIGURA 12. Espectro de CG/EM de 5-triclorometil-5-hidroxi-3-(1-tiometil-etil)-4,5-
diidroisoxazol (2n).
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FIGURA 13. (a) Espectro de 'H RMN de 5-triclorometil-3-(2-fenil-etil)-5-hidroxi-4,5-

diidroisoxazol (20); (b) expanséo do espectro.
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FIGURA 14. Espectro de CG/EM de 5-triclorometil-3-(2-fenil-etil)-5-hidroxi-4,5-diidroisoxazol
(20).
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