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Resumo

Acidos graxos foram recentemente apresentados como inibidores de Quorum sensing
(QS), uma forma de comunicacdo microbiana que ocorre pelo uso de moléculas
sinalizadoras e permite que a bactéria se comporte de forma multicelular. Estudos
comprovam a eficiéncia de controlar a viruléncia de uma bactéria pela manipulagédo
dessa comunicacao intraespécie. Este trabalho visou a sintese de uma biblioteca de
2-oxazolinas substituidas, isdsteros de &cidos graxos por meio da ciclizacdo de
N-(2-hidroxietil)amidas obtidas pela reacdo entre etanolamina e acidos carboxilicos. Os
rendimentos para as sinteses das etanolamidas e 2-oxazolinas variaram de moderado a
Otimo, apesar da dificuldade de purificacdo do composto heterociclico. Diante das
moléculas sintetizadas, os testes bioldgicos foram realizados com a cepa CV026 da
Chromobacterium violaceum e resultados promissores foram obtidos. Duas moléculas
foram capazes de induzir a resposta positiva no sistema de comunicagdo, seis foram
capazes de inibir a comunicacao e oito se mostraram antimicrobianas frente as bactérias.
Palavras-chave: quorum sensing, quorum quenching, comunicacdo bacteriana, 2-

oxazolinas, N-(2-hidroxietil)amidas.



Abstract

Fatty acids were recently shown as quorum sensing (QS) inhibitor, which is a molecular
based bacterial communication mechanism. This process enables a population of
bacterial to control its behavior in a collective way. Studies have shown the efficiency
of controlling bacterial virulence through manipulation of the interspecies
communication. This study aimed the synthesis of a 2-oxazolines library, a fatty acid
isoster, via cyclization of N-(2-hydroxyethyl)amides obtained by the reaction of
ethanolamine and carboxylic acids. The yields for the syntheses of ethanolamides and
2-oxazolines ranged from moderate to good, despite the difficulty to purify the
heterocyclic. The biological tests were carried out with the Cv026 strain of
Chromobacterium violaceum and promising results were obtained. Two molecules were
capable of inducing positive response in the communication system, six were able to
inhibit communication and eight show antimicrobial action against bacteria.
Keywords: Quorum sensing, Quorum quenching, bacterial communication,

N-(2-hydroxyethyl)amides, 2-oxazolines.
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1. Introducéo

1.1. Quorum Sensing

Micro-organismos sdo capazes de regular sua expressdo génica de acordo com a
densidade populacional do meio. Essa regulacdo é baseada em uma forma de
comunicacéo do tipo célula a célula, chamada Quorum sensing (QS).* Em alguns micro-
organismos, essa espécie de comunicacdo é responsavel por desencadear varios
fendmenos, como a formagdo de biofilme, expressdo do fator de viruléncia,
esporulacgdo, producdo de antibidticos, entre outros. Com essa interagdo extracelular, os
micro-organismos passam a se comportar de uma maneira multicelular, aumentando sua
chance de sobrevivéncia.

Quorum sensing acontece através de moléculas sinalizadoras chamadas
autoindutores (Al), responsaveis por induzir a expressao génica que, para cada bactéria,
tera uma funcdo. Como por exemplo, para a bactéria bioluminescente Vibrio fischeri,
cuja luminescéncia foi o primeiro sistema induzido por QS a ser descrito na literatura,®
duas proteinas controlam a expressdo do operon lux (luxICDABE) (Figura 1), gene
responsavel pela luminescéncia. Luxl, é a proteina responsavel pela sintese do Al do
tipo N-acil homoserinalactona (AHL, sigla do inglés acyl homoserine lactone) nomeado
de 3-0x0-C6-HSL; e LuxR, seu receptor citoplasmatico. Esse Al pode se difundir
livremente pela parede celular da bactéria, de forma que sua concentracdo €
proporcional a densidade de populacional (Figura 1). Quando uma concentragdo critica
¢ atingida, a mesma se liga ao LuxR, e esse complexo ativa a transcricdo do gene
responsavel pela luminescéncia, através do operon especifico. Esse mesmo gene

aumenta a sintese do Al correspondente que, por sua vez, alimenta o ciclo de QS.?°

A
A A A
} A
A
A \
0L AI.u):R LuxR

luxI | light

“— IluxICDABE

Figura 1 — Desenho simplificado do funcionamento do QS da V. fischeri.?



O mecanismo de QS pode ser divido em trés categorias baseadas no tipo de
autoindutor e seu sistema de deteccdo. O mecanismo de QS pode ser divido em trés
categorias baseadas no tipo de autoindutor e seu sistema de deteccdo. O primeiro se
refere a comunicacdo de bactérias Gram-negativas que utilizam moléculas derivadas de
AHL’s como autoindutores, a segundo diz respeito a comunicagao ente bactérias Gram-
positivas que utilizavam oligopeptideos como sinalizadores quimicos e por fim, uma
comunicacao interespécie. Bactérias Gram-negativas, normalmente, possuem sistema de
QS parecidos com o modelo LuxI/R apresentado pela V. fischeri, no qual os
autoindutores sao moléculas derivadas de AHL’s. O sistema LuxI/R ja foi identificado
em mais de 70 espécies de bactérias Gram-negativas, as quais regula diferentes
funcdes®. Essa carateristica se da pela especificidade existente entre as protefnas LuxR e
seus respectivos AI’s, conferindo uma comunicacéo intra-especifica. Essa singularidade
¢ dada pela grande variedade estrutural de AHL, onde a por¢do homoserina lactona é
mantida, mas diferentes cadeias acila sdo inseridas pelas diferentes LuxI (Figura 2). Esta
variacdo estrutural permite que isoformas da LuxR caracteristicas de cada espécie

. . . . , . 34
bacteriana consigam diferenciar as varias AHL’s.
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homoserina  Por¢io acila
lactona
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Vibrio fischeri Vibrio harveyi Bradyrhizobium japonicum Burkholderia spp

Figura 2- Exemplos de Al’s de diferentes bactérias Gram-negativas.

A segunda categoria de QS é utilizada por bactérias Gram-positivas, que
apresentam oligopeptideos modificados como autoindutores. Esses oligopeptideos séo,
normalmente, derivados de um peptideo precursor cuja exportacdo para fora da célula
os modifica. Essa modificacdo pode ocorrer pela insercdo de lactonas, tiolactonas,
lantanideos ou grupos isopreno. O QS em bactérias Gram-positivas é parecido com o
QS LuxI/R apresentado por bactérias Gram-negativas, porem apresentam algumas
caracteristicas proprias. Os peptideos de interesse ndo podem difundir-se livremente,

precisando de proteinas na membrana que fagcam o transporte para fora da célula.?



O modelo de QS apresentado pela Staphylococcus aureus € simples, quando
comparado ao de outras bactérias Gram-positivas, e seu entendimento pode ajudar na
compreensdo de QS mais complexos (Figura 3). Ela é uma bactéria comensal da pele
humana, tornando-se patogénica quando invade tecidos mais internos, podendo causar
pneumonia, endocardite, meningite, entre outros.” Seu QS funciona de forma que,
quando a densidade populacional estd baixa, sdo ativados genes de colonizacdo e
adesdo; e quando a densidade populacional estd alta, 0os genes ativados sdo aqueles
relacionados com proteases e mecanismos de liberacdo de toxinas. O percursor do
peptideo autoindutor (AIP, sigla do inglés autoindicer peptide) esta presente no gene
agrD, que codifica a proteina AgrD, responsavel por sintetizar o AIP. Ele é exportado
pela proteina AgrB e, durante esse transporte, ocorre sua ciclizagdo na forma de uma
tiolactona. Quando o AIP se encontra em uma concentracao critica, ele se liga a AgrC
que induz a fosforilacdo do AgrA. O AgrA fosforilado é quem induz a expressao génica
dos mecanismos de protedlise e demais sinais. Além disso, AgrC induz a sintese de
mais precursores de AIP que retroalimenta o sistema de QS da S. aureus.”

AIP wwofy
ooy
ey ooy
AgrC
A
//‘ﬂ B — o
AgrA AgrA~P
gr g AgrD
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Cell adhesion
proteins

| ,,
factors ™ A,
g g g

Figura 3 — Modelo simplificado do mecanismo de QS em bactérias Gram-positivas.’

S&o conhecidos quatro tipos de cepas de S. aureus, das quais cada uma produz
seu proprio AIP ( Figura 4). O AIP especifico de uma dada cepa ativa seu proprio AgrC
e inibe a expressdo de AgrC das outras cepas, inibindo a viruléncia das outras cepas,
devido a competicdo de ligagdo no receptor, porém ndo afetando o crescimento das
demais cepas. Nesse caso de competigdo intraespecifica, ganha a cepa que iniciar seu

sistema de QS primeiro.>” Trabalhos mais recentes mostram que, para algumas
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bactérias Gram-positivas, existe um segundo caminho de ativacdo do QS, onde o AIP
ativo deve ser transportado para dentro da célula antes da interacdo com os receptores

na membrana.®
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Figura 4 — AIP’s apresentados pelas cepas de S. Aureus.

Outras classes de moléculas quimicas também se apresentam como moléculas
sinalizadoras em QS especificos. A Pseudomonas aeruginosa utiliza dois autoindutores
do tipo AHL, 9 e 10 (Figura 5), acompanhada da 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona 11,
(PQS, da sigla em inglés Pseudomonas Quinolone Signal) para controlar varios genes
responsaveis pela formacao de biofilme e viruléncia, importantes para sua sobrevivéncia
como bactéria oportunista que habita o pulmao de pessoas com fibrose cistica .>'° J& a
Streptomyces griseus sintetiza a 2-isocapriloil-3R-hidroximetilbutirolactona 12,
também chamada de Fator A que, em pequenas concentracdes, induz a bactéria para
diferenciacdo fisiomorfologicas, como producdo de metabdlicos secundarios com

funcdes antibidticas, como a estreptomicina, e mecanismo de esporulagdo.™*?
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Figura 5 — Exemplos de autoindutores utilizados pela P. aeruginosa (9 a 11) e Fator A (12) secretada pela

Streptomyces griseus. %!

No comec¢o dos anos 90, em estudos com a bactéria bioluminescente Vibrio
harveyi, cuja luminescéncia é ativada pelo fenébmeno de QS, observou-se que existia um
segundo caminho de QS independente da presenca de AHL. O estudo utilizava uma
variedade de cepas geneticamente modificadas e verificou que, mesmo nas cepas que
ndo apesentavam a parte do DNA responsavel pela interagdo com as AHL’s, a V.
harveyi continuava produzindo luminescéncia. Tal fato sugeriu que uma segunda rota de
QS, com outro autoindutor, fosse entdo responsavel por tal propriedade. Esse novo
autoindutor, ainda desconhecido naquela época, foi designado Al-2, sendo Al-1 os
autoindutores do tipo AHL.*® No caso da V. harveyi, cada autoindutor é reconhecido por
uma proteina especifica que, quando ativada, envia informacgdes para uma mesma

proteina, LuxU, compartilhada pelos dois sistemas de QS (Figura 6).*

LuxQ
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LuxR — LuxCDABE

Figura 6 — Sistema de QS em V. harveyi. *°

Com o intuito de entender porque a V. harveyi possuia dois sistemas de QS,
Hughson e colaboradores,® testaram o sobrenadante do meio de cultura de vaérias
bactérias em uma cepa geneticamente modificada de V. harveyi que s6 podia luminescer
por meio de um dos dois sistemas de QS, LuxI/R ou LuxP. Para a cepa que respondia ao

Al-1 ndo houve resposta, porém diversos meios de cultura induziram luminescéncia da



cepa responsiva ao Al-2, o que reforca a ideia de que o Al-2 seria um sistema de

comunicacgdo interespécie enquanto o Al-1 seria intraespecifico.

Apesar desta importante observacdo, a estrutura quimica do Al-2 ainda
permanecia desconhecida. Observou-se que, em Vvarios genomas a proteina LuxsS,
responsavel pela sintese do Al-2, estava interligada com outras duas proteinas a Metk e
a Pfs. Dessa forma, foi investigado o que essas trés proteinas tinham em comum e foi
descoberto um caminho reacional para a sintese do Al-2 (Esquema 1). Este inicia pela
conversdao, mediada por MetK, da metionina 13 em S-adenosina-L-metionina 14 (SAM,
sigla em inglés pra S-adenosyl-methionine). A SAM é responsavel por transferir o grupo
metila em sistemas vivos. Quando essa transferéncia é feita, ela se torna toxica na forma
de S-adenosil-L-homocisteina 15 (SAH, sigla do inglés para S-adenosyl homocysteine).
Por isso, é convertida em S-ribosehomocisteina 16 (SRH, sigla do inglés
S-ribosyl homocysteine) que, por sua vez, € modificada pela LuxS em homocisteina e
4,5-dihidroxi-2,3-pentaediona 16 (DPD, da sigla em inglés 4,5-dihydroxy-2,3-
pentanedione). Esta Gltima molécula, de alguma forma, teria estrutura relacionada a
sintese do Al-2.1°
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Esquema 1 — Sintese do DPD a partir da SAM. */

A estrutura quimica da forma ativa do Al-2 foi determinada pelas técnicas de
espectrometria de massas e cristalografia de raio-X de um monocristal do complexo
entre Al-2 e a LuxP de V. harveyi. Neste caso, Al-2 se apresenta na forma de S-THMF
(sigla do inglés para (2S,4S)-2-methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofune borate 20. O
DPD 17 espontaneamente cicliza para 19 e é hidratado, formando 19. Na presenca de
acido bdrico, muito comum na agua dos oceanos, habitat da V. harveyi, forma-se a
estrutura ativa do Al-2 20, conforme mostrado no caminho A do Esquema 2.%° Em outro
trabalho, Hughson e colaboradores,”” mostraram que a Salmonella typhimurium
reconhece um isdmero do DPD, R-THMF 22, como sendo seu Al-2. Nesse caso, a
ciclizacdo do DPD ocorre pela outra face da carbonila, caminho B do Esquema 2,

gerando o isébmero R-DHMF 21 que, apés hidratagdo, forma o R-THMF 22. Essa



segunda possibilidade encontra respaldo no fato de a S. tuphimurium habitar o intestino
humano, onde ndo ha boro presente. Estudos buscam determinar se 0s outros isdmeros

do DPD sédo formas ativas de Al-2 em bactérias.
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Esquema 2 — Sintese do S-THMF-borato a partir do DPD. '

Ainda no trabalho de Hughson e colaboradores,’ fez-se um ensaio simples, onde
colocou-se V. harveyi e S. typhimurium no mesmo meio com excesso de Al-2. Com a
adicdo de boro, rapidamente o equilibrio € deslocado para o caminho A e a V. harveyi
luminesce; e a S. typhimurium tem seu QS inibido. Porém, se este boro for sequestrado
deste equilibrio por um agente quelante, o equilibrio rapidamente é descolado pelo
caminho B e a S. typhimurium expressa seu QS e a V. harveyi deixa de luminescer.

Hoje se sabe que muitas espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
respondem ao Al-2. Isso é importante, pois com o QS a bactéria consegue mensurar a
densidade populacional de sua prépria espécie, utilizando derivados de AHL no circuito
de Al-1; e também da densidade populacional de outras espécies por meio da
comparacdo entre o QS ativado por Al-1 e aquele ativado por Al-2. Banerjee e
colaboradores,” trazem em seu trabalho diversas situacdes em que uma bactéria percebe
a presenca de outra dentro de um ambiente comum e ainda consegue inibir o QS desta
Gltima. Greenberg e Leadbetter,'® mostraram que a Variovorax paradoxos possue uma
tatica para sobreviver em ambientes competitivos. Uma substancia quimica produzida
por ela é capaz de degradar AHL produzido por outras bactérias, e utilizar esse produto

degradado como fonte de nitrogénio e energia.



1.2. Quorum Quenching

Por meio destas informacdes, € possivel pensar em formas de inibir ou ativar o
QS para obter uma resposta desejada para uma fungdo bacteriana. Por exemplo,
Streptomyces griseus, que sintetiza a estreptomicina via sistema de QS, utilizada
amplamente como antibidtico, pode ter esta sintese favorecida com moléculas agonista
de seu QS.**? J4 em bactérias patogénicas, cujo QS ativa mecanismo de viruléncia, a
inibicdo desse sistema seria terapia complementar ao uso de antibi6ticos. Dessa forma, o
tratamento de um paciente infectado por bactéria pode ser realizado com antibio6ticos
mais fracos, que visam atacar a forma mais branda da bactéria, diminuindo a
possibilidade de aparecimento de cepas resistentes e 0s sintomas indesejados associados
a tratamentos tradicionais mais severos.* Essa ltima intervencdo no QS é chamado de
Quorum Quenching (QQ) e pode ocorrer de duas formas, através de moléculas que se
parecem com 0s Al e competem pelo sitio de ligacdo da proteina sensora; ou utilizando
enzimas que metabolizem as moléculas sinalizadoras.> Em uma revisdo, Spring e
colaboradores,?® trazem diversas moléculas antagonistas e agonistas de QS. Dentro dos
produtos naturais capazes de inibir QS, os flavonoides sdo considerados potentes
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inibidores em P. aeruginosa,”> E. coli,®* e V. harveyi.”® Zhang e colaborabores,

reportaram algumas furanonas que inibem o LuxS (Figura 7).
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Figura 7 — Furanonas que inibem o LuxS. 2

Ja se é sabido que alteracBes na estrutura quimica dos auto-indutores pode
causar um efeito negativo na comunicacdo. Por exemplo, Hughson e colaboradores,®
mostram que o aumento no ndmero de carbonos da cadeia acila do auto-indutor da
Chromobacterium violaceum, C6-HSL, causa uma alteracdo na orientacdo espacial em
um dos residuos de aminoacidos da CviR, proteina receptora do auto indutor da C.
violaceum, o que promove a desativacdo da comunicagdo bacteriana. A CviR é uma
proteina da classe das LuxR e se apresenta na forma de um homodimeros (Figura 8)
cujos monémeros contém um dominio onde ocorre a interacdo com C6-HSL, o LBD

(sigla do inglés para ligant binding domain), e outro dominio onde ocorre a interagdo



com o DNA, DBD (sigla do inglés para DNA binding domain). Porém, para essa
proteina, os dominios interagem de forma cruzada e essa interacdo € de extrema

importancia para a conformacéo correta que leva a transcricdo do DNA

B

Inactive
CviR:CL

CviR:CL

Figura 8: A — Estrutura do complexo CviR:CL resolvida por Raio X, onde CL é um antagonista da C.
violaceum ; B — Dominios da proteina CviR;

Willians e colaboradores estudaram o efeito de producdo de violaceina em cepas
de C. violaceum frente a varias AHL’s e observaram que uma cadeia acila com quatro
carbonos (dois a menos que o C6-HSL) foi capaz de induzir a producéo de violaceina.?
Em contrapartida, AHL’s com cadeia acila com mais de dez carbonos se mostraram
inibidoras. A cadeia com oito carbonos se mostrou dual, induzindo fracamente o QS,

guando néo havia o autoindutor presente, e, quando havia, foi capaz de inibir seu efeito.

Anos mais tarde, Hughson e colaboradores,?® mostraram que a diferenca entre a
acdo agonista e antagonista das AHL’s esta relacionada com o posicionamento da
Met89 (Figura 9). Quando C6-HSL esta complexado com CviR, a cadeia curta deste Al
mantem o residuo Met89 em uma posicdo que favorece a conformacdo do complexo
CviR:C6-HSL que permite a interagcdo com 0 DNA. Em contrapartida, quando a cadeia
acila dos AHL’s estudados apresentavam oito ou mais carbonos, o complexo com CviR
mostrava um diferenga no posicionamento da Met89 e, com isso, 0 complexo adota uma

conformacdo que impede a interacdo com o DNA, fato que inibe 0 QS.

A. CviR:C6-HSL B. CviR:C8-HSL C. CviR:C10-HSL

Figura 9 — A: Interagdo da CviR com seu autoindutor C6-HSL, molécula em azul; B:Interacdo da CviR
com um autoindutor com 8 carbonos, C8-HSL, molécula em roxo; C: Interacdo da CvirR com um autoindutor com 10
carbonos, C10-HSL, molécla em laranja.?



As interacOes entre 0 Al e 0 bolséo de interagdes da proteina receptora também é
de extrema importancia para o sucesso da comunicacdo. A analise da estrutura de raio-X
da proteina CviR complexada com seu autoindutor demonstra que o Al apresenta
interacdo do N-H da amida como doador de ligacdo de hidrogénio e as carbonilas

interagem como receptoras de ligacéo de hidrogénio (Figura 10).

Figura 10— Raio X e interacGes entre a proteina CviR e seu autoindutor cognato. Ligagdes de hidrogénio
mostradas em vermelho na imagem de raio-x. Atomos de nitrogénio e oxigénio da estrutura de raio-x apresentam as
mesmas cores que as utilizadas na estrutura 25.

Com as informacBes sobre os mecanismos de inibicdo e as ligacbes de
hidrogénio importantes para a ancoragem da molécula dentro do bolséo de interagdes, é
possivel propor que isostéros de autoindutores ou de antagonistas possam apresentar
efeito similar frente a sistemas de QS. Pillai e colaboradores,” mostram que uma
mistura de acidos graxos advindos da lavagem da carne de frango possui inibicdo de
QS. A inibigéo nos testes realizados foi similar nas diversas concentragdes estudadas.
Eles também testaram se o &cido graxo puro tinha efeito sobre o QS, mas a mistura

advinda da carne obteve melhores resultados que qualquer dos acidos graxos isolados.

1.3. Isosterismo como estratégia para inibidores de QS analogos a AHL’s e
Acidos Graxos.

Isbsterismo/Bioisosterismo é uma estratégia da quimica medicinal que se baseia
na substituicdo de atomos ou parte de estrutura de moléculas ativas conservando a
atividade na nova molécula.?® Esses isOsteros possuem similaridade estrutural, mas
apresentam propriedades estereoeletronicas diferentes que atribuem a esse derivado

alguma melhora em propriedades desejaveis sobre a molécula mimetizada.
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Com isso é possivel propor que etanolamidas 26 sejam isosteros classicos dos
autoindutores derivados de N-acil homoserina lactonas, pois sdo capazes de mimetizar

as interacGes de hidrogénio dentro do bolsdo da proteina receptora (Figura 11).
H
/\/\/U\N W ]
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25 26

Figura 11 — Semelhanga estrutural entre um Al e as etanolamidas.

Suga e colaboradores,?® ja relataram que as etanolamidas 27 e 28 apresentam

inibicdo e inducéo, respectivamente, nos QS de Pseudomonas aeruginosa (Figura 12).

o o 0O 0 Q
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Figura 12 — Inibidor e indutor de P. auruginosa estudada por Suga e colaboradores.?®

Sobre as N-2-hidroxietilamidas, vale chamar a atencdo para sua importancia
bioldgica, uma vez que elas participam na regulacio de funcdes cerebrais.® As
chamadas NAE’s (sigla do inglés para N-acylethanolamines) sdo derivadas de &cidos
graxos e sdo ligantes enddgenos dos receptores canabinoides no cérebro dos mamiferos.
A mais conhecida é a anandamina 29 responsavel pela regulacdo da temperatura
corporal, percepcdo de fome, dor, medo e ansiedade (Figura 13).* A N-(2-
hidroxietil)palmitamida 30 € responsavel pela inibicdo de habitos alimentares e a N-(2-
hidroxietil)estereamida 31 é moduladora de inflamacdes.*

0] (0]
N /\/OH N/\/OH N/\/OH
H H H
31

30

Figura 13 — Amidas graxas importantes para o funcionamento em Mammalia.?®

Na industria farmacéutica, os acidos carboxilicos tem grande importancia,
estando eles presentes em mais de 450 medicamentos.*> Porém, apresentam certas
caracteristicas indesejadas como permeabilidade limitada em membranas bioldgicas e
instabilidade metabdlica, podendo ter até certa toxicidade. Normalmente, em isdsteros

de &cidos carboxilicos é avaliada a acidez, a lipofilidade e a permeabilidade dos
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derivados. O isosterismo pode ser classico, quando um atomo de mesma valéncia ou um
anel é trocado na estrutura; ou ndo-classico onde ocorre uma grande mudanca de grupo

funcional. Acidos hidroxamicos 33, oxazolidien-2,4-dinonas 34 e tetrazois 35 sdo

conhecidos isosteros de acidos carboxilicos 32 (Figura 14). 323
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Figura 14- Isosteros de 4cidos carboxilicos.*

Uma proposta interessante é que 4,5-diidrooxazois substituidos 37, também
nomeados como 2-oxazolinas, como isosteros ndo classicos de &cidos carboxilicos,
inibidores de QS. Sua estrutura apresenta semelhanca com uma das estruturas
tautomeéricas do acido hidroxamico 36, conhecido isostero de acidos graxos (Esquema
3).

i o . OH o\
R Hz : )\\N,OH R/L\N i
33 5 36 37

Esquema 3 — Similaridade estrutural das 2-oxazolinas e do acido hidroxiramico.

1.4. Oxazolinas

As oxazolinas sdo moléculas heterociclicas de cinco membros, onde existe um
atomo de oxigénio, um de nitrogénio e uma ligacdo dupla. Existem trés tipos de anéis
oxazolinicos (Figura 15), porém, as 2-oxazolinas sdo as mais estudas e sao encontradas
naturalmente, enquanto as 3 e 4-oxazolinas ficam restritas a sintese em laboratério.
Inicialmente foram muito utilizadas como aditivo de gasolina e 6leos lubrificantes,
inibidores de corros&o, entre outros. Contudo, agora também vém sendo utilizadas como
catalisador em sintese assimétrica quando existem carbonos quirais nas posicdes 4, 5 e

no grupo R.34%

12



R R R
; k/ ] |\// ] g/N H3
3; 33 39
2-oxazolinas 3-oxazolinas 4-oxazolinas

Figura 15 - Anéis Oxazolinicos. *

Oxazolinas sdo encontradas na natureza com diversas funcbes. Machado e
colaboradores,®® trazem & literatura diversos sideréforos, moléculas sequestrantes de
ferro, secretados por diversas bactérias. Como exemplo a agrobactina 40, parabactina 41
e a vibriobactina 42, sdo secretadas pela Agrobacterium tumefaciens, Paracoccus
denitrificans e Vibrio cholaerae, respectivamente (Figura 16). Varias espécies de
micobacterias também secretam micobactinas 43 derivadas de oxazolinas como

sideroforos.
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X= OH, Agrobactina (40) Vibriobactina (42) Micobactina (43)

H, Parabactina (41)

Figura 16 — oxazolinas encontradas na natureza. *

Tan e colaboradores,® estudaram o extrato organico secretado pela
Ceratodictyon spongiosum, alga marinha presente nos arredores do Japdo até a costa da
Austrdlia. Em meio a este extrato, encontraram a estrutura 44, trans,trans-
ceratospongamida (Figura 17), assim como o isdmero cis,cis. Entretanto, apenas 44
apresentou funcdo especifica nos estudos realizados, atuando na inibi¢do da expresséo

de uma enzima chave no processo inflamatdrio.
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Figura 17 - trans,trans-ceratospongamida encontrada no extrato organico da Ceratodictyon spongiosum.®”

Em estudos de peptideos constituintes do ribossomo, Schimidt e
colaboradores,*® mostram que alguns apresentam oxaz6is e tioz6is que sdo inseridos
na estrutura por meio da desidratacdo de aminoacidos como a serina, treonina e a
cisteina, sendo posteriormente oxidados por uma enzima apropriada para a obtencéo das
moléculas propostas, passando por anéis de oxazolinas e tiazolinas como
intermediarios. Goadsporin 45 (Figura 18) € um peptideo modificado contendo anéis de
oxazol e tiazol, descoberto a partir da pesquisa de Igarashi e colaboradores,*® que
estudavam o liquido de crescimento da Streptomyces sp. TP-A0584 e, essa estrutura é
responsavel pela esporulacdo e producdo de metabolicos secundarios.

§ ﬁf
w““ # W

45

Figura 18 — Goadsporin estudada por Igarashi.*®

A primeira menc&o a oxozolina na literatura foi feita por Andreasch® em 1884,
que suspeitou que um composto resultante da desidro-halogenacdo de brometo de
aliluréia contivesse uma nova estrutura ciclica. Contudo, a identificacao da estrutura ndo
foi realizada pelo autor de forma correta, pois ele fez referéncia a um composto ciclico
de quatro membros 49 (Esquema 4). Foi entdo que Gabriel,*® em 1889, conseguiu
identificar a estrutura a partir da desidro-halogenacdo da bromoetiltioureia 50 e
bromoetilureia 53, permitindo o inicio dos estudos sobre as 2-tiozolinas 52 e das

2-oxazolinas 55. Em outro trabalho, Gabriel estudou melhor a sintese 2-oxazolinas a
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partir da reacdo entre 2-bromoetanoamina 57 e derivados de ureia 56 e 59 seguido de

desidro-halogenacdo.*®

-
O
Andreasch (1884) HZNJLN/\/\Br
o (0] H
J\ A oo, J\ > 48
HoN N Br -HB
HyN H 2 H/\B(\ r < ou
46 47 H Br
o=<
N
H 49
~
Gabriel (1889) Gabriel (1890) g, ~_NHz
(@]
S S S 57
HZNJkN/\/Br B [N>:NH ou [N/>—NH2 HZN)J\X HX \r\)
H H 56
50 51 52
o Br /\/NH2
ou 0 O
)LN/\/Br T, [ =NH [/>—NH2 ;
N HBr N
53 54 55 60

Esquema 4 — Trabalhos de Andreasch e Gabriel.>**°

Existem vérios métodos para a sintese das 2-oxazolinas. ** O mais simples parte
de um acido carboxilico 61 e uma aminoalcool 62 sob condicdes de refluxo, com
concomitante retirada de agua do sistema, (Esquema 5). Essa retirada de agua €
normalmente realizada com utilizacdo de um sistema de Dean-Stark, mas também pode

ser realizada com adicao de aditivos como zeolitas, peneira molecular, entre outros.

o} A N/>
)k + H, N/\/OH—> )l\ + 2H,0
R OH Aditivos R; o)
61 62 63

Esquema 5 — Sintese da 2-oxazolina utilizando Dean-Stark.

Barton e colaboradores,”® buscando melhorar o processo de degradacdo da
cadeia lateral de acido colico 64 em corticoesterdide 73, utilizaram 2-oxazolinas como
intermediarios. Apenas o aquecimento com retirada de dgua ndo foi eficiente para a
sintese da 2-oxazolina desejada 72, com isso adicionou-se acido borico para catalisar a
reacdo. E proposto pelos autores que essa adi¢do promova a formacéo do intermediario
67 (Esquema 6) onde a amina estd em uma posi¢do favoravel para interagir com a
carbonila recém-ativada. Dessa forma, obtiveram rendimento de 97% para a formacéao
da oxazolina desejada 72. Para continuar com a degradacéo, utilizou selénio para obter
uma 2-oxazolina a,B-insaturada que, apds ozonolise, resultou no corticoesterol almejado

73 com um rendimento total superior a 90%, apds ajustes no procedimento.
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o) N { —~5~g
B(OH); / Y C1) T
. /0 :
Xileno, refluxo, HO/B B\ HO’B\O/H
45h. o ©
R
N
H
@C{\;\ /\k — HO\ /O\B/OH B/O B(/OH —_— B//O BéOH
; < _ ©
o4 : HO ®
HO—=B~ . —B~0on OH /\J?\
HO HY H
68 69 70 71
N o
o / HO. __OH o
o]
— O, _OH ~——=»
. B -
OH
. Ho™"
HO" 97% H 90%
H
72 73

Esquema 6 — Mecanismo adaptado de degradacéo realizada por Barton e colaboradores. *®

Em casos onde os reagentes sdo sensiveis ao aquecimento ou aos agentes de
ciclizagdo empregados, € possivel utilizar um procedimento experimental com
condicdes mais brandas, utilizando PPh; e EtsN em tetracloreto de carbono, por

exemplo.** Jiang e colaboradores,**"

utilizaram essa condicdo para a sintese de
fluoroalquil-2-oxazolinas. Devido a acidez do acido trifluoroacético (pka = 0,2-1,9) a
amidacdo ocorre de forma réapida, formando o intermediario 75 (Esquema 7). O excesso
de trifenilfosfina (PPh3) desloca o equilibrio para a formacdo de um intermediario ainda

mais reativo, 76, que, rapidamente, cicliza produzindo a fluoroalquil-2-oxazolina 77.

H
Bn_NHz  pph,/CCl/Tolueno Bn_ N CF3 PPhy/CCly/Tolueno  B" NY LN
o g \[ \g/ Et,N ~ \[ Cl 63-71% \E )—CFa
OH 3 o
F,choH » BN OH OH
74 75 76 77

Esquema 7 - Sintese de fluoroalquil-2-oxazolinas proposta por Jiang e colaboradores.*

Utilizando aminoélcoois, é possivel sintetizar 2-oxazolinas a partir de aldeidos,
ésteres e nitrilas. **> Natale e colaboradores, *** sintetizaram 2-oxazolinas 79 a partir da
reacdo de diversos ésteres 78 com etanolamina 65, catalisada por cloretos de lantanideos
como o lantanio e samario, obtendo rendimentos de 44 a 82% (Esquema 8). Karade e

45b

colaboradores,™" utilizaram diversos arilaldeidos 80 em contato com aminoalcoois 81

na presenca de (diacetoxiodo)benzeno (Phl(AcO),) para formar as aril-2-oxazolinas 83

16



e aril-2-oxazinas 84 (Esquema 8), obtendo rendimentos entre 51 a 72%. Outros
compostos de iodo oxidantes foram testados, porém o (diacetoxiodo)benzeno
apresentou os melhores resultados além de ser mais brando, podendo assim ser aplicado
em mais sistemas. Ali e colaboradores,** sintetizaram um catalisador arilbis(oxazolina)
a partir da reacdo entre arildinitrilas 85 com aminoalcoois 65, resultando em um
catalisador 86 utilizado em reacgdes de Suzuki-Miayura e Mizoroki-Heck que obtiveram
rendimentos de moderados a 6timos. O catalisador se mostrou capaz de ser reutilizado

por mais de 12 vezes sem perda significativa de rendimento.

Natale (1997)

LnCl;, n-BuLi, tolueno

i Refluxo, 12h. _ R‘</N:IL
R OEt ></ o) 44-82%
OH
78 HoN 79

65

Karade (2007)
ottt ! O
! : MeCN HN PhI(OAc) N
, H OH —Metr TOAC) | )
I I + HoN /\M/ Ttaish "
: : Ar)\ O
bememee - ; n=1, oxazolina,83, (52-72%)

80 81 82 =2, oxazina,84, (67-71%)
Ali (2015)

1. Zn(OTf),

Clorobenzeno seco, @]
CN t.a. _ \/><
@[ 2. aminoalcool 65. N
CN refluxo, /N
S

6 (82%)

85

Esquema 8 — Sintese de 2-oxazolinas por nitrilas, ésteres e aldeiods.*®

Ainda partindo de acidos carboxilicos, as 2-oxazolinas podem ser sintetizadas
usando uma 2-cloroetilamina 88, como feito de forma one-pot por Kunashina e
colaboradores,*® (Esquema 9), obtendo rendimentos na faixa de 60-100%, dependendo

do substrato.
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1. MeOQ
N —\
1,2 eq N/ \>7\|tl e}

>:N N/

MeO Cl
1,2 eq. NMM
O MeOH, ta, 1h N
. l/>
OH * Han- 1! 2.4,2 eq KOH o

’ cl MeOH, 2h, refluxo

74%
87 88 89

Esquema 9- Sintese de Kunashina e colaboradores.

A ciclizacdo/desidratacdo de N-(2-hidroxietilamidas) ou N-(2-cloroetilamidas),
utilizando diversos agentes de ciclizagdo, sdo muito utilizadas para obtencdo de
2-oxazolinas. Partindo das 2-hidroxietilamidas, os agentes desidratantes mais comuns
sdo SOCI,, P,0Os, MsCl, DEAD, TsCl, reagente de Vilsmeier, DIC, entre outros. araf
Ishihara e colaboradores,*® estudaram a desidratacdo catalitica de derivados de serina,

utilizando 6xidos de molibdénio, para a sintese de 2-oxazolinas funcionalizadas

(Esquema 10).
HO, Oxido de Mo (V ou VII) R

“R xido .

)?\ j\ 2 10 mol% j)\

NS

R N COOMe Tolueno R N COOMe
H Dean-Stark

90 0-95% 91

Esquema 10 — Sintese de 2-oxazolinas estudadas por Ishihara e colaboradores. “

Li e Xu,*** publicaram uma sintese simples e rapida de aril-2-oxazolinas 93 a
partir de N-2-etanolamidas 92 utilizando um sistema de PPh3-DDQ. Os autores citam
vantagens desse sistema ao invés de um sistema PPhs-DEAD, como a estabilidade
térmica e a boa seletividade para os produtos desejados. Testaram sete solventes e
encontram diclorometano como melhor solvente no menor tempo de reacdo, que variou
entre 20 minutos a 24 horas dependendo do substrato utilizado, sendo todas as
condicdes testadas realizadas a temperatura ambiente (Esquema 11). Condizente com a

b a sintese de 2-oxazolinas com cadeia alquilica ¢ mais elaborada em

literatura,*®
comparagdo em comparacdo com seus analogos arilas, sendo necessarios maiores
tempos de reacionais (24 horas para a N-(2-hidroetil)dodecamidas em comparagdo com

0s 20 minutos para a N-(2-hidroetil)benzamida).
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(0] l\;/>
N ~_OH PPh;/DDQ o
H DCM, t.a.
20 min

0,
92 99% 93

Esquema 11 — Sintese de aril-2-oxazolinas realizada por Li e Xu.*

Uma das desvantagens de se usar SOCI, é que sua reagdo pode gerar como
subproduto a N-(2-cloroetilamidas). Por sua vez essa pode ser convertida em 2-
oxazolina com o emprego de bases fortes. °® Kronek e colaboradores,®® utilizaram
hidroxido de potassio para a ciclizacdo de 2-cloroetilamidas 96, derivadas do &cido
cindmico 95 (Esquema 12), obtendo as cinamil-2-oxazolinas 97. No caso, a reagdo nao
pode ocorrer pela reacdo do acido carboxilico como um aminoalcool seguida de
ciclizacdo por SOCI,, devido a possibilidade de ocorrer uma adicdo de Michael da

etanolamina a dupla conjugada, como subproduto.

e} (e} O/>
Y OH 1. SOCl, @/\)J\N/\/Cl 418(87H°/ | S R
| 2. cl H o
= H N/\/ R// R//

2
R 95 88 96 97

Esquema 12 — Sintese de derivados de &cido cindmico proposto por Kroniek e colaboradores.>®

Mamaghani e colaboradores,” estudaram uma metodologia envolvendo o
emprego de aquecimento assistido por micro-ondas, onde néo é utilizado solvente para a
realizacdo da sintese de 2-oxazolinas. Eles utilizaram derivados de 2-hidroxietilamidas
98 juntamente com trietilamina (EtsN), cloreto de p-toluenossulfonila (p-TsCl) e
4-(N,N-dimetilamino) piridina (4-DMAP) para a sintese da respectivas 2-oxazolinas 99
(Esquema 13). Vale ressaltar que os autores obtiveram melhores rendimentos, com
menores tempos reacionais do que em reagbes sob aquecimento convencional.
Mohammadpoor-Baltork e colaboradores,® também sintetizaram ariloxazolinas em
micro-ondas utilizando ZrOCI,-8H,0 como catalisador e obtiveram 6timos resultados,

entre 70 e 90% dependendo do substrato sintetizado.

Et;N, p-TsCl, 4-DMAP
(0] OH 1,2-dicloroetano
refluxo o
N N - - ~

H ouU |\ N

R sem solvente, pO L 48-78% convencional
800W, 1-3 min 60-84% pnO
98 99

Esquema 13 — Sintese de oxazolinas em micro-ondas proposto por Mamaghani e colaboradores. **
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Tambeém é possivel sintetizar 2-oxazolinas partindo de substratos sem carbonila
evidente. Meyers e colaboradores,*® sintetizaram 2-oxazolinas partindo de aminoélcoois
opticamente puros 100 tratados com dimetilformamida-dimetilacetal 101 (DMF-DMA)
sob refluxo em aparelhagem de Soxhlet, na presenca de peneira molecular (Esquema
14). Com o emprego dessa metodologia os autores obtiveram rendimentos na faixa de

65 a 90%, dependendo do substrato utilizado.

HN__ R OMe 4 Me,N—=N R N_-R
X e e [T | Y
HO™ "R, OMe HO™ "R, 07 "R,
65 - 90%

100 101 102 103

Esquema 14 — Sintese de 2-oxazolinas quirais proposto por Meyers e colaboradores. %

Com os avan¢os encontrados nas metodologias para sua sintese, as oxazolinas
ganharam importancia sintética e sdo utilizadas como blocos de construcdo, grupo de
protecdo de &cidos carboxilicos, auxiliares quirais, ligantes para metais e estdo
amplamente presentes em moléculas bioativas, sendo estas naturais ou sintéticas. >+’

Oxazolinas apresentam grande importancia bioldgica. Halve e colaboradores,
publicaram uma revisdo recente mostrando que as oxazolinas possuem funcdo
antimicrébiana, antimalarica, antitumoral, antituberculose, entre outras.

As 2-oxazolinas estdo comecando a ter mais evidéncia no mercado de
polimeros. Schubert e Hoogenboom,*® publicaram um estudo sobre a polimerizacdo de
2-oxazolinas a partir de acidos graxos presentes no 0leo de soja. Essa polimerizacao é
feita em micro-ondas utilizando tosilato de metila como iniciador. Mecanisticamente, 0s
elétrons livres do nitrogénio irdo atacar o iniciador gerando uma espécie cationica 106.
Nessa espécie, a ligagdo C-O esta enfraquecida e por isso ocorre a propagacdo pelo
ataque nucleofilico do proximo monémero. A polimerizacdo termina com a adicdo de
um nucleofilo, no caso agua (Esquema 15). O estudo de polimerizagdo em substratos
renovaveis como o 6leo de soja vem crescendo. Neste caso, 0 polimero terd uma cadeia
hidrofobica que pode ser utilizada na fabricacdo de capas, adesivos, borracha, entre

outros.
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Esquema 15 — Polimerizagdo de 2-oxazolinas derivadas de &cidos de graxo do 6leo de soja. *°

Guiry e colaboradores,?® estudaram a regio e enatiosseletividade na reagdo
assimétrica de Heck utilizando catalisadores oxazolinicos 114 - 119. Os autores citam
que ligantes [P,N] oferecem uma maior regio e enantiosseletividade que ligantes [P,P],
porém necessitam um tempo reacional muito longo. Para diminuir essa desvantagem, os
autores usaram aquecimento mediado por micro-ondas e obtiveram resultados melhores
quando comparados aos obtidos por aquecimento convencional. A conversdo para a
reacdo do 2,3-diidrofurano 110 com triflato de fenila 111 variou de 84-100%
dependendo do catalisador utilizado (Esquema 16). A regiosseletividade variou entre
81:19 a 97:3 do isdbmero 112 e 0 excesso enatiomerico sempre foi superior a 81% .

3 mol% Pd(II)

e} oTf 6 mol% Ligante @
E/) ' © _3¢q i-Pr,NH o~ * o7
THF, 100 °C

pnO 150W, 18h

110 111 - . 112 113
Conversao: 84 - 100% 81-97% 19 -3%
ee > 81% ee > 81%

O%N”k
P %f QSY Lo

R,P II:e
Ar = Ph (114) Ar = Ph (116) _
o-Tolil (115) o-Tolil (117) R=Ph(118) 119

Esquema 16 — Acoplamento cruzado estudado por Guiry e colaboradores.®

Yu e colaboradores,®® pesquisaram a enantiosseletividade de borilagéo de
ligagdes C(sp®)-H utilizando paladio como catalisador e 2-oxazolinas quirais como
ligantes. Os autores relatam que os ligantes derivados de metiloxazolinas mono-N-

protegidas (MPAO, sigla do inglés mono-N-protected methyl oxazolines) ja haviam sido
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utilizadas em sintese assimétrica para a arilagdo intramolecular de ligacdes C(sp*)-H de
metilenos e de ligagdes C(sp®)-H de dimetilas geminais.®> Porém, advertem que o uso
desse tipo de catalisador ainda ndo havia sido utilizado em borilages de ligagdes
C(sp®)-H. Utilizando os parametros padréo para a reacéo, catalisador 123, se obteve
82% de rendimento e 95% de ee. Eles testaram 8 variacdes de 2-oxazolinas buscando
entender a importancia dos centros quirais presentes na estrutura do catalisador
(Esquema 18). O catalisador 124, contendo a inversdo do centro quiral, proporcionou
uma diminuicao brusca no ee, caindo para 50% e reducdo de rendimento, apenas 24%,
mesmo situacdo encontrada quando utilizaram apenas um centro quiral na estrutura do
catalisador. Trocando o catalisador por 125 a 128 ndo houve mudanga expressiva no
excesso enantiomérico e no rendimento. Quando utilizou catalisadores com apenas um
centro quiral 129 ou 130 caiu a seletividade e o rendimento. O estado de transicdo
apresentado pelos autores informa a necessidade dos dois centros quirais (Figura 19),
onde a configuragdo (S,R) proporciona o intermediario favorecido 131. Para mostrar a
robustez dessa metodologia os autores realizaram esse tipo de reacdo em outras amidas

ciclicas e aciclicas obtendo excessos enantioméricos moderados a excelentes.

(0]

(0] Pd(CH;3CN)4(OTf), (10 mol%) R
B2 L (30 mol%) _ FPONHR
2 equiv. K,HPO, ( 2 equiv.) ®)
CH;CN/DCE/H,0 (16:4:1) Bpin
120 121 02, 80°C, 15h. 122

R =4-(CF;)C¢Hy

Ac;j(.;wo Ac;\lj(;( AcHr\j;( AcHN (S)
N
(®)

123-(S,R) - L1 124 - (S,R) - L1 125-(S,R) - L2 126 - (S,R) - L3

o)
AcHN 7S, AcHN7S) \O AcHN/\WO ACHNTS) \o
N . N N NJ
Ren ph

127-(S.R) - L4 128 - (S,R) - L5 129- (R)-L6 130 - (S)-L7

Esquema 17 — Borilacéo de ligagdes C(sp®)-H utilizando paladio como catalisador e 2-oxazolinas quirais como
ligantes estudada por Yu e colaboradores.®
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. V5

131 132

Figura 19 — Estados de transic&o para a borilacéo de ligagdes C(sp®)-H.5!

Gade e colaboradores,®® estudaram o desempenho e reciclo de catalisadores de
cobre ligados a 2-oxazolinas imobilizados em uma membrana de dendrimeros, técnica
conhecida como Tea Bag Catalysis. Primeiro ocorre a sintese dos catalisadores bis ou
tris-oxazolinicos (Box 133 e Trisox 134, respectivamente) e depois eles sdo
imobilizados em dendrimeros na forma de carbosilanos (Esquema 18). Os autores
testaram duas reacGes: o-hidrazinacdo em 2-metilacetoacetato 135 (Esquema 18 A); e a
reacdo de Henry entre 2-nitrobenzaldeido 138 e o nitrometano 139, utilizando apenas
1 mol% de cobre em ambas as reagdes. As reacOes apresentaram rendimentos que
variaram de moderados a excelentes e 6timos excessos enantioméricos. Esse tipo de
catalise é interessante pela sua facilidade de reciclo do catalisador, onde apenas é
necessario mover a membrana de um vaso reacional ao outro (Figura 20). Apos testes
de reciclo dos catalisadores, apenas 0 Box se mostrou apto ao reuso sem perda de

enantiosseletividade.

23



H pr— W
O: b/ j
o) /
O/ \J AING OO
N N N

R R s

133a (R = i-Pr)
133b (R = Ph) 134
1 mol% Cu(OT¥), _COBn
A ? 9 BnOC-N 1,2 mol% L* Q HN
PN N Trifluoroetanol N
B W~ I o
0°C, 16 h COLEt
ee > 90%
135 136 137
0 1 mol% Cu(OTf), oH
| 1,2 mol% L* “__NO,
B " GHNO, PrOH/Trifluoroetanol ©\/V
22°C, 3d
NO ' NO
2 ee > 50 % 1402
138 139 o 950

Esquema 18 — Estudo realizado por Gade e colaboradores.>

Figura 20 — Reacdo utilizando a catalise do tipo tea bag. a: Membrana de dendrimeros em solugdo amarela
dos substratos; b: solucéo incolar ap6s completa conversao: c: Reciclo da membrana de dendrimeros e d:
ciclo catalitico subsequente.>



2.1. Objetivos Gerais

Este plano de trabalho teve como objetivos gerais (1) realizar a sintese de
N-2-hidroxietilamidas e 2-oxazolinas substituidos e (2) avaliar a utilizacdo dos mesmos
como inibidores de QS em sistemas de Al-1.

2.2. Objetivos Especificos

1) Sintetizar N-2-hidroxietilamidas a partir de acidos carboxilicos disponiveis no
acervo do laboratorio e a partir de 6leo de soja comercial.

2) Sintetizar 2-oxazolinas a partir da biblioteca de N-2-hidroxietilamidas
previamente sintetizadas.

3) Awvaliar o espectro de interagdo em QS de Chromobacterium violacium a
partir da acdo dos 2-oxazolinas, das N-2-hidroxietilamidas sintetizadas e dos respectivos

acidos carboxilicos.

Objetivo 1
o Refluxo i
OH
)J\ + HZN/\/ —_— R)kN/\/OH
R™ "OH H
Objetivo 2
)OL OH Ciclizagdo R Y N
—_—
RO o)
H

Esquema 19 — Objetivos especificos do trabalho proposto.
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3. Resultados e discussao

3.1. Sintese das N-(2-hidroxietil)amidas

A sintese das N-(2-hidroxietil)amidas foi realizada por meio de procedimento
experimental adaptado do trabalho de Moaddel e Ameri,** sendo esse ja utilizado
anteriormente em nosso laboratorio de pesquisa (LITMO). Nessa metodologia, ndo €
empregado solvente, sendo realizada a mistura o acido carboxilico e a etanolamina em
excesso, deixando em refluxo por 8 horas. A tabela 1 mostra os &cidos carboxilicos

utilizados assim como os rendimentos obtidos.

Tabela 1 — Rendimentos obtidos para as 2-hidroxietilamidas

Entrada N-(2-hidroxietil)Jamidas Rendimento (%)
O
1 o~ 70
N/\/OH
H
O
2 M 55
N ~_-OH
H
O
3 o~~~ AN 49
N/\/OH
H
o]
4 W 73
N/\/OH
H
]
5 MNNOH 70
H
O
6 75
N/\/OH
H
]
OH
7 N~ 10
H
O
OH
8 AN H/\/ 40

Como pode ser visto na Tabela 1, com excec¢do do acido benzdico (Entrada 7),
todas as demais amidas foram obtidas com bons rendimentos. Isso porque a reagéo

acontece pelo ataque nucleofilico dos pares de elétrons do nitrogénio ao carbono da
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carbonila, porém esse 4&cido apresenta grande estabilidade da base conjugada,
dificultando assim o ataque, formando um sal de carboxilato de etanolaménio.

Dessa forma, a sua sintese foi feita utilizando o procedimento para a sintese de
hidroxiamidas a partir de ésteres proposto Jamieson e colaboradores.®® A condicéo
reacional empregada pelos autores (Condicdo A) apresentou um rendimento de 80% no
trabalho descrito, porém, quando foi realizado um teste com essa condicdo, o
rendimento foi de apenas 40%. Ainda com o intuito de melhorar o rendimento para esta
transformacao, foi utilizado um catalisador &cido, o Nafion® (Condic&o B). A reacéo foi
realizada com adicdo de uma porcéo de 0,5 cm? de Nafion® ao refluxo de benzoato de
metila 145 e etanolamina, sendo obtida a hidroxiamida 146 com um rendimento de
60%, apds purificacdo por coluna cromatogréafica (Esquema 20).

@) @)
Condicao ~_-OH
©AOM€ AouB H
141

142 Condicgao A: 40%
Condigao B: 60%

Condigao A: Etanolamina (1,0 eq), 30 mol % K,PQ,, i-PrOH, 60 °C, 20 h
Condicéao B: Etanolamina (3,0 eq), Nafion,18 h , atm. N,

Esquema 20 — A: Sintese da 2-hidroxietilbenzamida proposto por Jamieson e Colaboradores;®® B: Sintese utilizando
Nafion.

Ainda com respeito aos resultados apresentados na Tabela 1,
N-(2-hidroxietil)cinamida (entrada 9) foi obtida em um rendimento de 40%. Isso pode
ser explicado devido a competicdo de reacdes existentes nesse experimento. Além da
amidacéo, pode estar ocorrendo uma reacdo do tipo Aza-Michael, onde a etanolamina
pode realizar uma adicdo 1,4 na dupla conjugada ao acido carboxilico (diminuindo
assim o rendimento da amidacdo), como citada por Kroniek e colaboradores.>®
Utilizando a metodologia otimizada com Nafion os compostos apresentados na
Tabela 1, alem de mais alguns &cidos carboxilicos, foram refeitos e os resultados séo
apresentados na Tabela 2. E possivel observar que a catalise 4cida promoveu um

aumento de rendimento de todas as sinteses realizadas.
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Tabela 2 — Resultados das sinteses das etanolamidas com Nafion.

e} O
OH Refluxo, Nafion _ )J\
+ N - OH
R)J\OH H2N 8h R ”/\/
26 62 143
R = Cadeia alquilica ou aromatico
Entrada N-(2-hidroxietil)Jamidas Rendimento (%)
o]
1 \/\/\)LN/\/OH 70
H
o]
2 /\/\/\)LN/\/OH 72
H
O
3 \/\/\/\)LN/\/OH 80
H
0]
4 A OH 83
H
(0]
5 MNNOH 80
H
O
6 N OH 90
H
0]
OH
7 N~ 85
H
=
D OH
8 N 60
H
9 ™ N/\/OH 85
H
(0]
10 S\)LN/\/OH 85
H
H

N

1 ~"OH
o)
P

12 NN

H

50

65

As estruturas das moléculas sintetizadas s&o muito semelhantes e isso pode ser

observado nos espectros de RMN de *H e **C. Abaixo esté exibida a atribuicdo de sinais
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para o0 espectro para a N-(2-hidroxietil)nonamida 144 com ampliacdo dos sinais entre
3,3 e 3,8 ppm’s; esses sdo os sinais referentes aos carbonos 1 e 2, que mais tarde fardo
parte da 2-oxazolina correspondente (Figura 21). Em 3,70 ppm existe um tripleto
aparente referentes aos hidrogénios do carbono 1; em 3,40 ppm ha um quarteto aparente
referentes aos hidrogénios do carbono 2. Em 2,20 ppm ha um tripleto referente aos
hidrogénios presentes no carbonos a-carbonila enquanto os hidrogénios p-carbonila se
apresentam na forma de um quinteto proximo a 1,62 ppm. Entre 1,35 e 1,20 ppm existe
um multipleto referente ao envelope metilénico dos hidrogénios dos carbonos de 6 a 10.
Por fim tem-se um tripleto em 0,88 ppm referente aos hidrogénios de final de cadeia. O
sinais do hidrogénios ligados ao nitrogénio e ao oxigénio se apresentam como um

simpleto largo em 6,30 e 2,79 ppm, respectivamente.
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Figura 21 — Espectro de RMN de *H da 2-hidroxietilnonamida.
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O ¢6leo de soja foi escolhido como substrato no trabalho, pois é uma fonte
renovavel de Oleo de soja e existe o interesse de comparar os resultados dos testes
biolégicos com o trabalho de Pillai.?’ Para a sintese da N-(2-hidroxietil)amida a partir
do dleo de soja foi utilizada a metodologia de Moaddel,64 mesma utilizada para
obtencdo dos dados da Tabela 1, porém, foi obtido um produto oleoso de cor marrom
escura. Pelo aspecto, uma possivel degradacdo oxidativa do 6leo de soja pode ter
ocorrido. Talvez isso se deva a temperatura reacional estar maior que o ponto de fulgor
apresentado pelo 6leo de soja, 121°C.®° Uma segunda tentativa da sintese foi realizada
sob atmosfera inerte utilizando um frasco do tipo Schlenk (frasco de vidro mais
resistente que as vidrarias comuns de laboratorio, suportando pressdes de até 150 psi).
Nas duas tentativas, o rendimento foi baixo (<10%), por isso, a terceira tentativa foi
realizada utilizando uma porc¢édo de Nafion® para catalisar a reagdo. Como resultado, foi
obtido um rendimento 33% para o teste realizado.

O dleo de soja é constituido por triacilglicerol, ou seja, sdo ésteres resultantes da
condensacdo de uma molécula de glicerol e trés moléculas de &cidos graxos. Tang e
colaboradores,®” propdem que em condicdes basicas ocorra a migrago da ligagdo N-O-

acila (Esquema 21) resultando em um rendimento de 95%.

)(J)\ HO™ > NH; i rw m
’ O R 62 o/’R" - NH
R ?/\( \[( R" O/Y \”/:) O/\/ 2
R \n/o O MeONa,metanol R" O O
60° C, 4h. g
O o}
145
0 ¥
Transesterificagdo ")J\ ~_-NH> o Migragao Q
R* O T R"\/I\ — . ~_-OH
Z\_H
146 147 148

Esquema 21 — Propostas de mecanismo de reagdo entre triglicerideos e etanolamina: '

Como o produto da nossa transformacdo se trata de uma mistura de amidas
graxas, fez-se necessario confirmar a composi¢do de acidos graxos do oOleo de soja
utilizado. Para esta analise, os &cidos graxos presentes no Oleo de soja foram
convertidos em seus respectivos ésteres metilicos (FAME — do inglés Fatty acids methyl
esters) por meio de saponificacdo seguida de esterificacdo. O produto resultante foi
analisado por cromatografia gasosa hifenada com espectrometria de massas (CG-EM),

de acordo com o procedimento descrito por Souza e colaboradores®®. A composicao
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obtida foi 24% de acido palmitico, 37% de acido linoleico, 33% de acido oleico e 6% de

acido estearico (Figura 22).

Oleo de Soja

12,154,032

7136 994

13.3

. i
. . . . . I . . e . N i ;

10.0 19.0
min

o
| o=
r:ll| /TIC*1.00
T

Figura 22 — Cromatograma dos FAME’s do 6leo de soja ap6s saponificagdo e esterificacéo.

A andlise prévia da composi¢do dos FAME’s desta mistura por CG-EM facilitou
a analise por RMN de *H. Apesar do espectro de RMN 'H apresentar diversos sinais
(Figura 24), foi possivel identificar os sinais tipicos de 2-hidroxietilamidas. As
atribuicbes foram feitas seguindo as numeracGes dos &cidos palmitico 149,
linoleico 150, estedrico 151 e oleico 152 (Figura 23) e informagdo contidas na
literatura.®® Na regido préximo a 1 ppm existe 2 tripletos referentes aos hidrogénios de
final de cadeia. Entre 1,19 e 1,34 ppm ha um multipleto largo referente ao envelope
metilénico. Em 1,65 ppm existe um quinteto referente aos hidrogénios 3 a carbonila.
Em 2,05 ppm existe um multipleto referente aos hidrogénios ao lados das duplas
ligagBes dos acidos oleico e linoleico. Em 2,20 ppm os hidrogénios a a carbonila estdo
representados por um tripleto. Proximo a 2,70 ppm existe um multipleto referente ao
hidrogénio entre as duas duplas no &cido linoleico. Em 3,40 e 3,70 ppm estdo os
hidrogénios ao lado do nitrogénio e oxigénio representados por um quarteto e tripleto
aparente, respectivamente. Proximo a 5,35 ppm existe um multipleto referente aos
hidrogénios das duplas ligacdes e em 6,00 ppm apresente um singleto largo

caracteristico e hidrogénio de amidas.

o] = H
/\/\/\/\/\/\/\)Lu/\/OH = N\/\OH

149
Acido palmitico o150
o Acido linoléico 0o

/\/\/\/\/\/\/\/\)I\N/\/OH NSO
H P H

151

Acido estearico 152

Acido Oléico

Figura 23 — Numerag@es das N-(2-hidroxietil)amida advinda do dleo de soja,
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Figura 24 — Ampliacéo do espectro de RMN de *H da 2-hidroxietilamida advinda do 6leo de soja.
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3.2. Sintese das 2-oxazolinas

Obtidas as N-(2-hidroxietil)amidas, foi possivel realizar a reacdo de ciclizacdo
para a obtencdo de 2-oxazolinas substituidas. Para a sintese, foi utilizada a metodologia
de Percec e colaboradores,” onde cloreto de tionila (SOCI,) é o agente desidratante
(Esquema 22). Foi realizado um teste preliminar com 100 mg da 2-hidroxietildecamida
153, (0,42 mmol ).

O N
/\/\/\/\)L OH 1. 3.3 eq.SOCL \/\/\/\/\(/
N/\/ CH,Cl, seco,N,, ta 62% 0\7
153 2. NaHCO;, 154

Esquema 22 — Sintese de 2-oxazolinas proposta por Percec e colaboradores.**®

Na cromatografia de camada delgada (CCD) o consumo da
N-(2-hidroxietil)decamida (Rf = 0,33) é observado pela diminui¢cdo de sua mancha e o
aparecimento de outra na base da placa (Rf= 0), sensivel a luz ultravioleta. Esse efeito

se deve a formagcdo de sal 157, intermediario do mecanismo proposto no Esquema 23.

Ciclizagao O
S(} = o @
(0] CI“4 ~Cl OP\ TSOZ Cluo O/>
M M)L OH HaC 0% cl —= //> - M)\\@
O e S N s H3CM)\N HC SN cie
H H = g :
o H H
153 155 156 157

Neutralizagao do Sal

a
Oa HCO; o T
H,C <N Cle Nz® \/\/\/\/\WJ +NaCl(yq + HyO() + |COxyq
154 N

Esquema 23— Mecanismo de sintese das 2-oxazolinas sugerido por Percec e colaboradores. ™

Um ponto negativo com o emprego dessa metodologia é a observacdo da
formacdo da N-(2-cloroetil)amida como subproduto. Nesses casos, o cloreto presente no
meio reacional ataca o anel recém-formado 157 via uma reacdo de substituicdo
nucleofilica, formando o subproduto 158 ou entdo faz uma substituicdo nucleofilica no

intermediério 155 gerando o mesmo subproduto 158. (Esquema 24).”

VR
H3C \[?\l —_— N>
8 \ ® H
H
157 158

Esquema 24 — Formagdo do produto secundario na sintese das oxazolinas. .**
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Devido a um erro de interpretacdo da CCD, deixou-se o primeiro teste overnight.
Dessa forma, com o passar do tempo, ocorria 0 surgimento de outra mancha na CCD
(R¢ de 0,8), erroneamente atribuida a formacgdo da 2-oxazolina, porém correspondia a
formacgédo do subproduto 158. Com isso, apenas a 2-cloroetilamida foi observada no
espectro de RMN 'H. Para os testes com 0s outros substratos, as reacbes eram
acompanhadas por CCD, mas, novamente, finalizou-se a reacdo ap6s o surgimento da
segunda mancha na CCD, com isso o tempo de reacdo foi maior (4 -18 h) que o citado
na literatura.”® Com isso, 0s espectros mostravam uma mistura de trés substancias: a
2-hidroxietilamida, 2-oxazolinas e 2-cloroetilamida, em diversas proporcdes. Desses
primeiros testes, apenas a cinamil-2-oxazolina 159 foi sintetiza de forma pura (Figura
25), pois devido a ressonéncia entre a carbonila e a dupla, a carbonila € mais reativa
levando assim ao produto desejado.

LD
AN <N

159

Figura 25 — Cinamil-2-oxazolina.

Apds o conhecimento desse erro de interpretacdo da CCD, a reacdo foi repetida
e acompanhada com intervalos de tempo menores, porém, antes do consumo total da
2-hidroxietilamida, ja era observada a presenca da mancha correspondente a
2-cloroetilamida. Ap6s o workup da reacdo, era possivel observar a mistura ternaria nos
espectros de RMN *H. Dessa forma, iniciou-se uma busca na literatura por uma
metodologia que diminuisse a formacdo desse subproduto. Para este fim, foi testada a
reacdo em banho de gelo e a adi¢do de sais de prata

A adicdo de AgNO3 ou de AgOAC (entradas 4 e 5 - Tabela 3) para a precipitagéo
de cloreto de prata, conforme literatura, foi uma estratégia pensada para a reducdo da
concentracdo de cloreto livre responsavel pela formagéo da 2-cloroetilamida.”* Ainda
sim, foram obtidas misturas com 2-oxazolinas e a 2-cloroetilamidas. Para purificacéo,
utilizou-se coluna cromatografica, mas, mesmo assim, ndo se conseguiu obter o produto
desejado com alta pureza. Com isso, buscou-se outra metodologia, testando agora
outros agente desidradantes contendo fosforo. Dois testes foram realizados (Entrada 6 e
7), porém sem sucesso, talvez pela pureza do reagente encontrado no laboratério. Mais
uma tentativa com sais de prata foi almejada, porém o produto ndo foi obtido com a

pureza necessaria.
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Com isso pensou-se na utilizacdo de uma base cujo contra-ion conseguisse
formar um sal de cloreto, dificultando a formacgdo do subproduto. Trietilamina (EtsN)
foi escolhida como base para o teste, uma vez que o cloreto de trieltilamonio (-EtsHN”
CIl') formado seria insoluvel em diclorometano, formando um precipitado de facil
remogdo. Ainda assim, a analise do espectro de RMN de *H mostrou mistura de
produtos. Entdo uma segunda tentativa foi realizada agora com a reacgdo diluida em duas
vezes (0,035 M), sendo a adigdo da base realizada de forma lenta. Infelizmente, foi
observado 0 mesmo padréo de mistura de produtos.

Apods uma analise atenta as tentativas realizadas, observou-se que a reagdo
realizada a baixa temperatura (0 °C) resultou na formacéao da 2-oxazolina em uma maior
proporcdo que as demais condig¢Oes reacionais testadas. Analisando o mecanismo da
reacao, € possivel racionalizar a razdo de tal resultado. A nucleofilicidade do oxigénio
da carbonila, combinada com a carga parcial positiva do carbono adjacente ao grupo
OSOCI, ocasionada pela retirada da densidade eletronica do carbono pelo grupo citado,
faz com que a reacdo passe por um intermediario de 5 membros cujo ataque
intramolecular é cineticamente favorecido. Enquanto, o ataque de outros nucleofilos,
como o cloreto, é termodinamicamente favorecido. Com isso, se a reacdo € exposta a
temperaturas mais altas ou a longos periodos de reacdo, favorece o equilibrio
termodindmico levando a sintese do subproduto 2-cloroetilamida.

Com isso, mais um teste foi realizado a baixa temperatura e na concentracao
0,035 mol.L™* (Entrada 10). Apds 60 minutos de reacdo, ainda era observada a presenca
da 2-hidroxietilamida por CCD, entretanto, ndo foi observada a formagdo da
2-cloroetilamida. Dessa forma, a reagdo foi retirada do banho de gelo e deixada a
temperatura ambiente por 20 minutos e, s6 entdo, a reacdo foi finalizada. A andlise do
espectro de RMN 'H mostrou uma proporcio de 5:1 de 2-oxazolina para
2-hidroxiamida. A partir do resultado obtido, aplicou-se essa metodologia para as
demais 2-hidroxietilamidas. Para a 2-hidroxietilestereamida a ciclizagdo foi completa.
Para 0s outros substratos, as reagbes foram submetidas a purificacdo por coluna

cromatografica.
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Tabela 3 — Otimizacédo da reagdo de ciclizagéo.

Entrada Agente Tempo (h)  Aditivo  Temperatura Produto
desidratante (°C)

1 SOCl, 18 - Ta cloroetilamida
2 SOCl, 1 - Ta Mistura
3 SOCl, 1 - 0-5 Mistura (16:2:1)?
4 SOCl, 2 AgNO; Ta Mistura (4:2:1)*
5 SOCl, 0,5 AgOAcC Ta Mistura
6 P,05 3 - Ta Na&o reagiu
7 H3PO4 3 - Ta Né&o reagiu
8 SOClI, 4 8t;N 0-5 Mistura

g* SOCl, 4 EtsN Ta cloroetilamida

10* SOCl, 1+0,2 - 0-5, ta 2-oxazolina

Reag#o feita com diluigdo 0,035 M. * (2-oxazolina:hidroxiamida:cloroamida)

Mesmo ap6s a purificagdo por coluna cromatografica, a dodecil-2-oxazolina
apresenta uma pequena quantidade da 2-hidroxietilamida (18:1) em seu espectro de
RMN *H (Figura 22) e, por isso, ndo pode ser utilizada para a execucdo de teste

bioldgicos com interesse na sua atividade antiQS.

Na tabela 4, estad o comparativo dos espectros de RMN *H da decil-2-oxazolina
com a 2-hidroxietildecamida, onde vemos que a Unica variagdo expressiva € de
aproximadamente 0,45 ppm para os valores de deslocamento quimico dos sinais
assinalados entre 1 e 1’ e entre 2 ¢ 2°, atribuidos aos hidrogénios dos metilenos
presentes no ciclo. Na 2-hidroxietildecamida, eles se apresentam na forma de tripleto
para o sinal 1 e na forma de quarteto para o sinal 2, devido aos acoplamentos com 0s
hidrogénios do metileno vizinho e ao acoplamento com o hidrogénio ligado ao
nitrogénio. Porém, na forma ciclica, esse acoplamento com o hidrogénio ligado ao
nitrogénio ndo acontece mais e 0s dois sinais se apresentam como tripletos. No espectro

de *C também ocorre variacéo nesses dois sinais.
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Figura 26 - Espectro de RMN *H da dodecil-2-oxazolina.
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Tabela 4 — Atribuicdo de sinais de RMN de H e *C para a2-hidroxietildecamida e para a decil-2-
oxazolina.

2-hidroxietildecamida Decil-2-oxazolina
1 9 7 5 0 2 13 1z X 2 2 2 N
12 0o 8 6 a° H/\1/OH e ! ¥ 3'0/\7 ]
14 154 T
153
Posicdo & (ppm), n° de H, m & (ppm) B°C 6 (ppm), n° de H, m 8 (ppm) °C
1 3,70 (t, J=5,13, 2H) 62,1 4,21 (t,J=9.5Hz, 2H) 67,1
2 3,40 (q, J = 5,6 Hz, 2H) 42,3 3,81 (t, J=9.5Hz, 2H) 54,3
3 - 174,6 - 168,8
4 2,20 (t, J =7,8 Hz, 2H) 36,6 2,26 (t, J = 7,7 Hz, 2H); 31,8
5 1,62 (qt, J = 7,6 Hz, 2H); 31,8 1,62 (qt, J = 7,7 Hz, 2H) 29,4
6 29,4 29,2
7 29,3 29,2
8 29,3 29,2
9 1,34 -1,19 (m, 12H); 29,3 1.40 - 1.14 (m, 12H); 28,0
10 25,7 26,0
11 22,6 22,6
12 0,88 (t, J = 7,1 Hz, 3H). 14,0 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H). 14,0
13 3,02 (s, 1H) - - -
14 6,32 (s, 1H) - - -

As purificagGes continuaram e foi observado que para todas as tentativas a
presenca de alguma impureza, pela analise do espectro de RMN H. Testou-se fazer a
purificacdo por placa preparativa, porém a maioria das moléculas ndo é sensivel a luz
ultravioleta o que dificulta a visualizacdo da camada de separagdo por U.V. Também foi
tentada a sintese da 2-oxazolina de forma direta através do &cido carboxilico e da
etanolamina com retirada de agua pelo sistema de Dean-Stark, conforme esquema 26.%

Contudo, a quantidade de “agua” retirada do sistema era sempre maior que a esperada, 0
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que nos fez pensar se a mistura Xileno-agua-etanolamina formava um azeétropo e uma
parte da etanolamina estava sendo retirada do meio reacional juntamente com a agua.
Essa suposicdo era corroborada pelo desaparecimento da mancha da etanolamina na
CCD. De tempos em tempos, uma aliquota da reacéo foi retirada e analisada por CG-
EM, mostrando a formacdo da 2-oxazolina a partir do intermediario 2-hidroxietilamida.
Apos 19 horas, a reacdo nao evoluia, sendo entdo interrompido o refluxo e o xileno foi
rotaevaporado. Foi obtida mistura de &cido decandico e decil-2-oxazolina numa
proporcéo, em area, de 1:1,5; conforme analise do cromatograma de CG da mistura
reacional (Figura 27).

0 . (0]
+ OH 4>Xﬂen0 W
M HoN e Dean-Stark N
OH
160 62 154

Esquema 25 — Esquema de ciclizagéo direta utilizando Dean-Stark.

Feagiio com Dean-Stark

5,511,276

Il I JTIC*1.00

44 30 6.0 70 80 8.6
min

Figura 27 — Cromatograma da reacdo do &cido decandico utilizando Dean-Stark, o primero pico é referente ao acido
carboxilico residual e o segundo pico a 2-oxazolinas correspondente.

A purificacdo continuou sendo um problema. A lavagem com bicarbonato de
sodio para retirada do &cido decandico resultou em uma mistura complexa (analise por
CCD e CG-EM) cujo cromatograma mostrou picos com razdo massa/carga muito altos
para a molécula esperada. Por isso, a reacdo direta ndo foi considerada uma solucao para
a obtencéo de compostos puros.

Buscando uma alternativa para a purificagcdo, pensou-se em fazer a coluna
cromatografica utilizando florisil ou utilizando silicagel ou acompanhar as fragdes por
CG-EM. Entdo, para testar essa terceira possibilidade, colunou-se em acetato de etila
um experimento com mistura entre a 2-hidroxietildodecamida e sua respectiva

2-oxazolina. Todas as fracGes da coluna foram enviadas para 0 CG-EM e, com isso,

40



apenas as fragdes puras foram selecionadas. Também avaliou-se a possibilidade de
haver a abertura do anel na rotaevaporagdo apo6s a cromatografia em coluna devido a
temperatura utilizada neste procedimento. Porém, o cromatograma de antes e depois
permaneceu igual e 0s espectros de massas apresentaram as mesmas fragmentacdes
(Figura 28).
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Figura 28 — A: Cromatograma para a dodecil-oxazolina comprovando sua pureza; B: espectro de massas da dodecil-
2-oxazolina.

E possivel observar duas fragmentacdes caracteristicas de oxazolinas, a primeira
fragmentacdo ocorre através de um rearranjo de McLafferty originando um ion m/z 85
163 (Esquema 26-A) cujo pico é considerado o pico base do espectro de massas. Ja o
segundo pico advém de uma ciclizacdo formando um ion biciclico de m/z 98 165
(Esquema 26-B)

41



fl‘ﬁ R + H R + H
N N 1 N
o LT G
O o) O :
161

162 163 164
m/z: 85.05
+e\ R +
N .
=
@] @)
161 165 166

m/z: 98.06

Esquema 26 — Fragmentagdes caracteristicas de 2-oxazolinas substituidas.

A purificacdo das oxazolinas foi entdo realizada por coluna cromatogréafica e
amostras das fragdes coletadas eram analisadas por CG-EM para que as fragdes corretas
fossem agrupadas. Apesar de todos os esfor¢os empregados duas amostras ndo foram
purificadas de forma eficiente (Entradas 10 e 11), em seus espectros de RMN de ‘H
ainda era possivel observar a etanolamida. Os resultados obtidos para obtencdo das

oxazolinas foram de bons a 6timos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Rendimentos obtidos nas sinteses das 2-oxazolinas substituidas.

o 1.3.3 ¢q.SOCI RN
R)J\N/\/OH P 2 \0/\7
37

N CH,CI, seco,N,, 0 °C
143 2. NaHCO;

Entrada 2-Oxazolina substituida Rendimento (%)

o
| e .
N
(0]
2 /\/\/\/L\/B 80
N
(0]
3 \/\/\/\/L\/> 74
N
0]
: /\/\/\/\/L\/> %
N

10

0]
N
O
12 LY 65

Svi} 70*
o

*Conversdo calculada pelo CG-EM.



3.3 — Alternativa utilizando o Trifosgénio como agente desidratante.

Em uma das tentativas de alterar o agente desidratante da ciclizacdo a
2-oxazolina, trifosgénio foi escolhido como uma possivel alternativa, sendo este solido,
com baixa pressdo de vapor, de facil manipulacéo e com alta reatividade.’* Apesar deste
potencial, ndo foram encontrados relatos do seu uso neste transformagao.

As metodologias utilizadas buscam sintetizar compostos ciclicos a partir de um
aminoélcool ou um diol”™*. Para a reacdo ja se era esperada a sintese de um subproduto
X, oxazolidinona. O mecanismo proposto envolve um intermediario 169 que pode tanto
ciclizar pelo ataque nucleofilico do oxigénio (Esquema 27 - Caminho A) quanto pelo
ataque nucleofilico do nitrogénio a carbonila (Esquema 27 - Caminho B). Pelas regras
de ciclizacdo de Baldwin as duas ciclizacdos sdo permitidas, 5-exo-Tet e 5-exo-Trig,
respectivamente, porém o par de elétrons do nitrogénio estd comprometido com a
ressonancia na carbonila o que torna o oxigénio ainda mais reativo favorecendo entéo a
ciclizagdo a oxazolina. A tabela 6 traz os ensaios realizados com duas hidroxiamidas,
166 e 169.

0]
)OL CI3CO)J\OCCI3 o 0 jz
~_-OH />
R ” Base R/L\N R/\LN 0
CH,Cl, L/
143 37 167
Caminho N”
.o |
0 o o A - P
)J\ ~_CHcli,c )]\ ccl, — = AL O _Cl SrexoTel R37
© !
143 J Caminho j\ O
168 169 —B ~ R N%O
5-exo-Trig \\/
167

Esquema 27 — Proposta mecanistica para a formagdo da oxazolina e oxazolidinona na reagdo com trifosgénio

Analisando os testes inicias para os dois substratos, é possivel observar que a
piridina ¢ a melhor base para a ciclizagdo a 2-oxazolina nos dois substratos.
Infelizmente ndo é possivel concluir se esse resultado se deve a forga da base ou as
diferencas nas condicgdes reacionais. Outros testes serdo realizados a fim de investigar
melhor as condi¢Oes de reacOes a fim de otimizar o rendimento e explicar os efeitos

existentes. Vale ressaltar que quando o substituinte é alquilico ndo é encontrada
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conversdo a oxazolidinona, porém com o substituinte fenilico ja é possivel observar
conversdo. Isso se deve a ressonancia do ciclo com a carbonila o que torna o par de

elétrons do nitrogénio livre para ataque a outra carbonila.

Tabela 6 — Teste para a sintese de 2-oxazolinas utilizando trifosgénio como agente desidratante.

Substrato o)
/\/\/\/\)J\ N ~_-CH
H
153
Base Amida Oxazolina Oxazolidinona Cloroamida Outros
- l.a 0 30% - - 70%
NaOH 2.a 0 24% - - 76%
Et;N 3.a 0 21% - 36% 43%
Piridina 4.a 0 50% - 50%
Substrato o]
N /\/OH
H
142
Base Amida Oxazolina Oxazolidinona Cloroamida Outros
NaOH 2.b 47% 37% 16% - -
Et3N 3.b - 57% 2% 33% 8%
Piridina 4.b - 63% - - 37%

Estes resultados chamaram a atencd@o para a estrutura das oxazolidinonas, pois
sdo similares as N-acil homoserinalactonas, Al-1 das bactérias Gram-negativas (Figura
29). Até onde nosso levantamento bibliografico pode alcancar, ndo ha relatos da acdo
em QS de N-acil-oxazolidinonas. Desta forma, parece-nos interessante aperfeigoar
também a reacdo com trifosgénio pelo caminho B de forma a se obté-las para testes

destas moléculas frente a sistemas de QS.

o) @) o)
9 H 168

Figura 29 — Estrutura do autoindutor cognato da P. auruginosa e um de uma oxazolidinona similar.
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3.4 — Avaliacédo bioldgica da acao das moléculas sintetizadas frente a QS.

Para o estudo de interacdo em QS microbiano, a Chromobacterium violaceum
foi escolhida para os testes por se tratar de uma bactéria Gram-negativa que possui
apenas o sistema Al-1. A cepa CV026 da C. violaceum, utilizada nos testes, é
geneticamente deletada para producdo de seu autoindutor nativo C6-HSL (25), porém
responde ao Al exdgeno de uma forma clara e visual, pela producdo de violaceina, um
pigmento roxo. Ela é utilizada como uma cepa piloto em teste de interagdo com QS,
devido & sua resposta visual ao efeito de interagdo.® A producéo de violaceina e outros
metabolitos secundarios é controlada pelo QS da C. violaceum através da transcricdo do
gene VIOABCDE. Sua proteina receptora ¢ a CviR, uma proteina citoplasmatica
transcrispcional, ou seja, o complexo CviR- C6-HSL ativa a transcricdo do DNA

responsavel pela sintese da violaceina.”
0

(@]
/\/\)J\N C6-HSL

H
Figura 30 - Autoindutor cognato da Chromobacterium violaceum.

Os testes com as moléculas sintetizadas neste trabalho de mestrado foram
realizados de forma que cada molécula fosse testada em duas concentracBes, 100 e 10
mM, concentracdes correspondentes as utilizadas por Pillai ao avaliar a acdo de acidos
graxos em QS bacteriano.?’

Os testes foram realizados utilizando a metodologia puor-plate, onde um éagar
semi-sélido foi vertido sobre uma placa de Petri contendo agar solido. O agar vertido
contém uma solucdo de bactérias capaz de mostrar o resultado do teste em vinte e
quatro horas. Além disso, as moléculas sintetizadas foram testadas em uma placa com
adicdo de C6-HSL, o Al da C. violaceum, chamada de placa teste, onde foi possivel
observar a inibi¢do de QS pela diminuicdo da coloracdo violeta da placa. Em uma placa
chamada de controle, onde ndo foi adicionado o Al exdgeno, é possivel observar a
inducdo de QS pelo aparecimento de uma coloragéo violeta advindo da producdo de
violaceina.

Uma preocupacdo que os testes de acdo em QS devem trazer é a diferenciacéo
em uma agdo antimicrobiana e ac¢des de inibicdo ou inducdo de QS. A verificagcdo da
acao em QS deve ocorrer sem morte da coldnia e apenas com inibi¢do ou indugdo do

resultado do funcionamento do sistema de QS em estudo, no caso especifico da
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C. violaceum, producdo de violaceina. Como resultado, quatro possibilidades foram
esperadas para esses testes:
1) N&o ocorre acdo bactericida nem inibicdo ou indugdo da producdo de

violaceina: agar roxo na placa teste e agar amarelo na placa controle (Figura
31);

Figura 31 — Placa controle e placa teste, respetivamente. Nao é possivel observar nenhuma acéo frente ao
Qs.

2) Acdo bactericida: agar incolor tanto na placa teste quanto na placa controle
(Figura 32);

Figura 32 — Placa controle e placa teste, respectivamente. E possivel observar que nos pocos a direita existe
um halo onde ndo ha presenca de bactéria, caracterizando esses compostos bactericidas.
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3) Inibicdo da producdo de violaceina: agar incolor apenas na placa teste (Figura
33);
4) Inducdo da producdo de violaceina: 4gar roxo na placa controle (Figura 33).

Figura 33 — (Esquerda) placa controle onde existe 2 pogos com indugdo de QS, halo violeta ao redor dos
pocos. (Direita) placa teste com inibig&o, 2 po¢os com halo mais claro.

Primeiramente, as amostras testadas foram diluidas as concentracdes almejadas.
Essa diluicdo deve ser feita em solventes misciveis com agua, maior constituinte do
agar, para que ocorra a difusdo das moléculas pelo meio e que seu efeito possa ser
visualizado. Essa foi a primeira dificuldade do teste, pois as moléculas ndo foram
misciveis em agua, acetronitrila, DMSO e acetona. Elas foram misciveis em
diclorometano e acetato de etila, porém esses solventes ndo sdo adequados para os testes
devido sua imiscibilidade com a &gua. Etanol também solubiliza as amostras, porém
solucdo aquosa de etanol a partir de 70% ¢é bactericida. Com isso, uma solucao de etanol
40% foi utilizada para os testes de forma que solubilizou a maioria das moléculas sem
causar morte dos micro-organismos. As moléculas com cadeias maiores que doze
atomos de carbono apresentaram dificuldade de solubilizacdo em etanol 40%. Tritron
X100, um surfactante, foi testado para ajudar a solubilizacdo das amostras, porém nao
resultou em uma melhora de solubilizacdo. Com isso, as amostras que nao solubilizaram
foram filtradas, obtendo assim solu¢bes que foram posteriormente diluidas em dez
vezes e submetidas aos testes. Os resultados obtidos nos ensaios estdo resumidos na
Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultados da avaliagdo biol6gica comparativo entre as trés funcdes quimicas estudadas

Resultados*

Acido Carboxilico N-(2-hidroxietil)amida 2-Oxazolina
0 o) N
|
R)J\OH R)J\”/\/OH R//\/O>
R Conc. (M) Teste Controle Teste Controle Teste Controle
/\M}i 100 X X 0 ® XX XX
4 10 0 0 0 0 X X
/\M/LLLL 100 0 0 © © XX XX
5 10 0 0 0 0 X X
100 X X X X XX XX
/\Mg‘li
10 0 0 X X
100 X X X X 0 0
/\M§LS7_
10 X X 0 0 0 0
/\Q}i 1 0 0 0 0 © 0
9
0,1 0 0 0 0 © 0
%, 1 0 0 0 0 0 0
s
0,1 0 0 0 0 0 0
_ %, 1 X X 0 0 0 0
Ry v
0,1 0 0 0 0 0 0
Y 100 0 0 0 0 0 0
©/ 10 0 0 0 0 0 0
X 571 100 0 0 X 0 © 0
©/\/ 10 0 0 0 0 0 0

100 X X S) 0 n.t. n.t

S\/‘ILL
©/ 10 X X 0 0 n.t. n.t.
©/\ fj 100 X X 0 0 n.t. n.t.
10 0 0 0 0 n.t. n.t.
Q/\ 100 0 0 0 ©) 0 0

10 0 0 0 0 0 0

Oleo de soja 1 o 0 0 0 0 0

Oleo de soja 0,1 0 0 0 0 0 0
Legenda de atividade biolégica: 0 = nenhuma atividade observada; X = moderada atividade  antimicrobiana;

XX = forte atividade antimicrobiana; © = inibi¢do de QS; ® = indugéo de QS; n.t. = ndo testada.
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Todos os é&cidos carboxilicos testados ndo apresentaram qualquer acgéo
mensuravel frente a QS da C. violaceum nos ensaios. Contudo, seis deles apresentaram
acdo antimicrobiana. O 6leo de soja apresentou inibicdo de QS na contracdo 0,1 M. Das
varias oxazolinas testadas, trés apresentaram acdo anti-microbiana e trés etanolamidas
também foram antimicrobianas, mostrando o espectro de aplicacdo das moléculas.
(Figura 34).

\/\/\iOH \/\/\/\)CJ)\OH \/\/\/\/OL\/N>

169 173 177
/\/OH /\/\/\/\)J\ W
N OH N
170 174 178
0 OH o/>
”/\/ m N
171 175 179
0]
OH
(0]
SQkOH
Z o N O
H
172 176 180

Figura 34 — Compostos com agéo bactericida frente aos teste biol4gicos.

Sobre a interferéncia em QS de C. violaceum, duas oxazolinas apresentaram
inibicdo de QS, sendo estas as derivadas do acido decandico 183 e do acido cinamico
182 (Figura 35). Os resultados mais interessantes ocorreram nos ensaios com as
etanolamidas. Trés apresentaram acdo antimicrobiana (Figura 35). As etanolamidas
derivadas do acido octandico 184 e do &cido 2-(feniltio)acético 181 apresentaram
inibicdo de QS e as derivadas do acido heptandico 30 e do acido 2-(ciclopent-2-en-1-
il)acético 185 apresentaram inducdo de QS. Estes eventos frente QS sdo facilmente
visualizados na placa controle mostrada na Figura 33, onde a 185 teve sua inducéo

prejudicada, pois estava entre as amidas 184 e 181.
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Figura 35 — Moléculas 181, 182, 183 e 184 se mostram inibidoras de QS enquanto as moléculas 30 e 185 se
mostratam indutoras de QS.

A comparacdo entre a estrutura quimica das N-(2-hidroxietil)amidas ativas em
QS de C. violaceum com as AHL’s, bem como com outras moléculas com hidroxila ou
metoxila no lugar da carbonila da lactona, como as amidas 31 e 32 (Figura 13),
previamente descritas na literatura como competentes em interferir em QS bacteriano,
demonstra que a interacdo importante da regido polar terminal dessas moléculas com o
bolsdo de interagdo da CviR diz respeito a presenca de um grupo capaz de receber
ligacdo de hidrogénio separado por dois atomos de carbono do nitrogénio da amida
(Figura 36). Outra observacdo que pode ser feita a partir desta comparacdo é que a
auséncia da restricdo conformacional imposta pela parte ciclica das AHL’s ndo
impossibilita a interferéncia em QS das N-(2-hidroxietil)amidas.

SerlSS
Serl55 |
1
\ /Trp84 T 90 ! _Trp84
Tyr90 | o TRV R
3 I} ) O]
H\ -
~~Asp97 T ~~Asp97
25 P 26 s

Figura 36 — Comparagdo entre as interagdes da AHL 25 e CviR e as potenciais interacdes entre
N-(2-hidroxietil)amida 30 com e CviR.

Sobre a cadeias acila das N-(2-hidroxietil)amidas, é importante observar que as
uma das molécula que tiveram indugdo de producédo de violaceina possue cadeia menor
que oito carbonos, a N-(2-hidroxietil)amida 26. Isso sugere que, se preservadas as
interagcBes mostradas na Figura 12, N-(2-hidroxietil)amidas com cadeias acila saturadas
com menos de oito carbonos se encaixam dentro do bolsdo de interagdes sem que haja
modificagdo do posicionamento da Met89, favorecendo a ativacdo do QS de C.
violaceum. Este mesmo modelo também explica o resultado obtido para a

N-(2-hidroxietil)amida 184, com cadeia acila saturada com oito carbonos, que
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apresentou inibicdo do QS de C. violaceum, provavelmente, a cadei acila desta
sushtancia promove a modificacdo do posicionamento da Met89 que leva a inativacdo
deste QS.

Um fato que nos chamou a atencdo, e que merece ser ressaltado € que, em
termos financeiros, as N-(2-hidroxietil)amidas 30 e 185 sdo de baixo custo e féacil
sintese, quando comparadas as AHL’s ou mesmo com outras classes de moléculas
competentes em interferir em QS bacteriano. Em especial, 30 tém o potencial de
substituir a compra do autoindutor cognato (R$ 753,00 por 10 mg’®), necesséria para 0s
ensaios de QS em
C. violaceum. Além disso, a inducdo observada também é importante pelo fato de a
violaceina ter apresentado acdo antibacteriana contra bactérias Gram-positivas,

inclusive a S. aureus, responsavel por infeccdes resistentes a antibiéticos.

De acordo com o0 modelo de inativagdo da a¢do da CviR proposto por Hughson e
colaboradores,?® baseado interacdo de cadeias acila com oito ou mais carbonos
deslocando a Met89 e atrapalhando a interacdo com os sitios de interacdo do dominio de
ligacdo do DNA, era de se esperar que N-(2-hidroxietil)amidas com cadeias acila
maiores que oito carbonos apresentassem inibicdo de QS, porém existiu um grande
problema de dissolugé@o das amostras testadas, o que pode ter dificultado a avaliagéo de
sua acdo em QS de C. violaceum. Algumas moléculas precipitam no fundo do poco de
teste na placa de agar, ndo difundindo pelo meio, o que atrapalha a interacdo molécula
bactéria. Outro fator importante é a concentracdo das moléculas, pois aquelas amostras
que ndo se dissolveram foram passadas em um filtro onde ficou retida uma parte da
amostra. Dessa forma, pode ter sido testado uma concentracdo mais baixa que a

necessaria para a inibicdo do efeito de QS.

Outras duas N-(2-hidroxietil)amidas apresentaram a¢do no QS de C. violaceum,
185 com acdo indutora e 181 com acédo inibidora. Ambas apresentam, na cadeia acila,
ciclos insaturados de carbono. A comparagdo entre suas estruturas com a estrutura do
inibidor de QS de C. violaceum 187 (Figura 37) sugere que, assim como ocorre para
187, interagdes do tipo pi-stacking devem ser responsaveis pelo ancoramento dessas
N-(2-hidroxietil)amidas no LBD da CviR. Para exemplificar esta interagéo, a Figura 34
traz uma visualizacdo do bolsdo de interacdo do LBD da CviR com 187, antagonista da
C6-HLS. O arranjo de orbitais pi da molécula interagem com o residuo de tirosina

52



(Tyr88) reforcando entdo as interagdes entre inibidor e proteina. No caso em estudo, as
interacbes do tipo pi-stacking ajudam a acomodar a molécula dentro do bolsdo de
interacbes, facilitando as interacbes de hidrogénio na porcdo homologa a

homoserinalactona.

187

Figura 37 — Intera¢Bes de pi-stacking entre o grupo fenila de 187 e o residuo de tirosina (Tyr88) na
estrutura da CviR.

Duas oxazolinas apresentaram agdo inibidora do QS de C. violaceum. Elas séo
derivadas dos acidos dodecandico 183 e cindmico 182 e, o que chama a aten¢do em suas
estruturas quimicas é, na primeira, a grande cadeia acila saturada e ndo ramificada e, na
segunda, a presenca do grupo fenila conjugado ao grupo 2-oxazolina por meio de uma
ligagdo dupla. Em virtude da auséncia de maiores informagOes sobre as potenciais
interacBes desta molécula com o bolsdo de interacdes no LBD da CviR, qualquer
tentativa de racionalizar sua acdo € prematura. O mesmo pode ser dito sobre acdo

inibidora observada para o 0leo de soja.
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4. Conclusdes.

Na primeira etapa deste trabalho, foi realizada a sintese de uma série de
N-(2-hidroxietil)amidas, com rendimentos entre 65-90%, como intermediérios para a
obtencdo de nucleos de 2-oxazolina. Em sequéncia, foi avaliada a reacdo de ciclizacédo
das 2-hidroxietilamidas preparadas, sendo testadas diferentes metodologias para esse
propdsito. Das metodologias testadas, a que conduziu a melhores resultados foi a
condicdo adaptada descrita por Percec e colaboradores ,” onde foi realizada a adicéo de
cloreto de tionila a baixa temperatura (0 °C). Com esta metodologia, diferentes
derivados de 2-oxazolinas foram sintetizados com conversdes entre 50-90%. Foi
investido um grande esforgo na purificagdo das 2-oxazolinas e na busca de uma
metodologia geral que pudesse ser aplicada na obtencdo das 2-oxazolinas puras.
Infelizmente, a purificacdo por coluna cromatografica ndo foi eficiente para dois
produtos.

Outra  metodologia de preparagdo de 2-oxazolinas a partir das
N-(2-hidroxietil)amidas, utilizando trifosgénio como agente desidratante, foi
investigada. Nao ha relato do seu uso para a sintese de 2-oxazolinas. A utilizacdo de
piridina como base apresentou as melhores conversées. Uma transformacéo lateral a
esta reacdo foi a formacéo de oxazolidinonas. Tentativas de incrementar sua formagéo e,
a partir de um mesmo reagente, o trifosgénio, gerar seletivamente a 2-oxazolina, em
uma dada condicdo de reacdo, ou a oxazolidinona, em outra condi¢do de reacdo também
foi investigada nesta dissertacdo. Contudo, ainda se faz necessaria uma investigacao
mais extensa. Nosso subito interesse na sintese dos nicleos oxazolidinicos é que sua
estrutura quimica se assemelha a dos autoindutores cognatos das bactérias Gram-
negativas e ha interesse de se testar a intera¢do dessas moléculas com o QS microbiano.

Os testes bioldgicos foram realizados, porém o estabelecimento de um solvente
apropriado para a solubilizagdo das moléculas demandou um intenso esforco. Algumas
amostram precisaram passar por um filtro para que o teste fosse realizado. Duas
moléculas se mostraram indutoras do QS de C. violaceum devido a sua pequena cadeia
acila e capacidade de fazer as interagdes necessarias com a proteina receptora. Cinco
moléculas se mostraram inibidoras de QS. Um modelo de interacdo entre as
N-(2-hidroxietil)amidas com CviR foi proposto, em boa medida, com base no modelo
proposto por Hughson e colaboradores® que trata da influencia do posicionamento da
Met89 na capacidade da CviR de interagir com DNA e iniciar o QS de C. violaceum.

Ainda ndo foi possivel fazer apresentar um modelo de interagdo entre a CviR e as duas

54



2-oxazolinas e o Oleo de soja. Doze moléculas se mostraram bactericidas nas
concentragfes de 100 mM. Para aquelas que ainda possuem esse efeito com 10mM, é
interessante investigar seu potencial de acdo em QS de C. violaceum com valores de

concentragdo abaixo da MIC.
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5. Perspectivas.

Apesar da C. violaceum ndo ser um patdgeno de grande expressdo, o estudo sobre
fatores que interferem no seu QS também é importante, pois, mesmo que raras, as
infeccdes por C. violaceum acontecem e normalmente levam seus hospedeiros, inclusive
mamiferos, & morte por septicemia.”” Normalmente, essas infeccdes acontecem em
lugares tropicais proximo a rios devido a ingestdo continua a dgua contaminada. Na
regido Amazonica do Brasil, foram encontradas grandiosas populagcdes do micro-
organismo e acreditasse que metabolitos induzidos pelos seus QS, que néo a violaceina,

tem propriedades antibacterianas importantes para sua sobrevivéncia em comunidade.”

Em um relato, Bassler e colaboradores estudaram a patogenicidade de uma C.
violaceum selvagem e Caenorhabdites elegans, micro-organismo hospedeiro modelo.?
Observaram que, na presencga de C. violaceum, o hospedeiro tinha uma vida média de
dois dias, drasticamente baixa se comparada com a infeccdo de uma E. coli nédo
patogénica, doze dias. Quando esse C. violaceum tinha seu QS inibido, 0 hospedeiro
adicionava cinco dias em sua vida, cinco dias a menos de vida se testado com uma C.
violaceum mutante com os genes de QS deletados. Ou seja, uma modulacéo de QS foi
capaz de diminuir a patogenicidade, resultado importante em um mundo onde cresce 0
namero de cepas resistentes a antibidticos. Mesmo que com o tempo surjam cepas
mutantes ndo mais sensiveis aos antagonistas de QS, ainda sim serd uma em meio a
tantas outras que terdo seu QS desativado. Lembrando que a comunicagdo via
autoindutores ativa a transcricdo de genes reesposaveis pela patogenicidade quando

existe uma alta densidade populacional.

Outra discussdo que vale a pena ser feita é a inibicdo de QS, por exemplo, como
ja foi visto cadeias maiores que oito carbonos inibem o QS da C. violaceum, o
autoindutor cognato da P. auruginosa tem uma cadeia de doze carbonos podendo assim
inibir o QS da C. violaceum de forma natural. Mesmo os autoindutores derivados de
homoserina lactonas sdo responsaveis pelo controle populacional e sobrevivéncia de
uma espécie sobre a outra. Além disso, moléculas que sdo agonistas ou antagonistas

para uma bactéria podem ser ou ndo para outra bactéria.

Os testes com a C. violaceum se mostraram promissores e existe grande interesse
em testar o escopo de moléculas sintetizadas, nesse trabalho frente a outros sistemas de

QS, como P. auruginosa, bactéria patogénica para humanos cuja viruléncia é ativada
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pelo QS. E possivel imaginar que, como os autoindutores do tipo 1 sdo muito parecidos,
suas proteinas receptoras também possuam conservacao dos sitios de interacdo (Figura
38). Mesmo que a sequéncia de aminoacidos ndo sejam as mesmas, as interacoes
possiveis sdo altamente conservadas, em vermelho, para as proteinas TraR, LuxR,
LasR, ExpR e CviR, respectivamente as proteinas receptoras da Agrobacterium
tumenfaciens, Vibrio fuscheri, Pseudomonas aeruginosa, Erwinia carotovora e

Chromobacterium violaceum.

*
P33985 1 IQHRHITA----- WTHY 53
Pli74a 1 IYPHSMVKSDISILDNY 62
P25a84 1 ALVDG------ F ERSS----=-=---mmmmmn G GL---LPEDSQDYENAFIVGHY 56
D47189 1 SQLFYMNE---------- T---mmmmm e ISR LNEKKPTE--ILIISNH 5@
AAP32919 1 VISKPINArplPAGLTASQgwtllewihmaghieT VLSQAPSERLLLALgr1NNQNQIQRLERVLNVSY B@
X %k
P33985 54 VVKRARSRKHIFT]EGEHERPT1SKDERAFYDHASDFGIRYG 132
P12746 63 IVDYSHSNHSP IMWNI FENMAY -NKKSPNVIKEAKTSGLITGESFF 144
P25884 57 TVSHCTOSVLPIFWERPSIVOT - - - RKQHEF FEEASAAGLVMYG 132
D471849 51 VWIAALNKITPFAWPEDLLYST -QLKMSKIFNLSREHNITHGY TFWLHD 128
AAP32910 B1 ILRIHLGQ-GPVMUEERFHRAK -GAEEKRF IAEATQNGMGHG 158
P33985 133 282
P12746 141 211
P25a84 133 285
D47189 129 288
AAP32919 159 194

D471849 289
AAP32919 195

Figura 38 — Sequéncia de alinhamento de 5 membros da familia LuxR de reguladores transcripcionais feita
por meio da ferramenta Constraint-based Multiple Aligmnet Toll (Cobalt), disponivel no enderego virtual da NCBI..
TraR, LuxR, LasR, ExpR e CviR (33905, P12746, P25084, Q47189 e AAP32919) sdo as proteinas receptoras de
Agrobacterium tumenfaciens, Vibrio fuscheri, Pseudomonas aeruginosa, Erwinia carotovora e Chromobacterium
violaceum. Os residuos de aminoéacidos em vermelho sdo altamente conservados jd os em azul sdo pouco
convervados. Os marcados pelo quadro azul sdo idénticos. Os marcados com asterisco sdo importantes para a o
reconhecimento dos Al’s no LBD.

Com isso, é possivel imaginar que as interagdes importantes entre proteina e
AHL’s se mantém dentro das homologas da LuxR e seu respectivo Al. Blackwell e
colaboradores,®* estudaram as contribuic6es das ligagdes de hidrogénio entre receptor e
ligante para a Pseudomonas aeruginosa. Os autores determinaram uma escala de
importancia entre as ligacfes possiveis: ligacdo NH da amida, ligagdo C=0 da cetona,
C=0 da lactona e C=0 da amida, sendo a primeira doadora de ligagdo de hidrogénio e

as outras, receptoras (Figura 39). Pela analise da cristalografia de raio-x entre a proteina
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receptora, LasR, e seu autoindutor nativo 9 é possivel observar nove interacbes com 0s
aminoacidos Arg 61 (através de uma molécula de agua), Tyr 56, Trp 60, Ser 129, Thr
115, Trp 88, Asp 73 e Thr 75.

Arg61

N Trp60
H0 ryrse P
»o

\\ 16 O\IO)
I /\/\/\/\/\)J\
/\/\/\/\/L/\V o~ OH
H . H

Serl129 ~o Tyr93
Asp73 188

Thrl157~ ™~ Trp88

9

Figura 39 — (a) Imagem de raio-X da LasR e seu autoindutor natural. (b) Intera¢fes importantes entre o
autoindutor e os aminoécidos do receptor.”

Isto posto, é razoavel propor que as N-(2-hidroxietil)amidas sintetizadas neste
trabalho, principalmente a de cadeias mais longas como a etanolamida 188, tém o
potencial de interferir no QS de outras bactérias patogénicas, com € o caso da P.
aeruginosa, e este estudo é, também, uma das perspectivas desta dissertacdo de
mestrado.
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6. Materiais e Métodos

Os solventes, obtidos a partir de fontes comerciais, foram tratados antes de serem
utilizados de acordo com a literatura. A etanolamina (C,HgNO) foi destilada a vacuo
antes de seu uso e guardada sob peneira molecular 5A. O diclorometano (CH,Cl,) foi
tratado utilizando hidreto de calcio e destilado previamente antes de cada uso. O cloreto
de tionila (SOCI,) também foi purificado por destilacdo simples previamente todas as
vezes em que foi utilizado.*

As analises de cromatrografia em camada delgada foram realizadas utilizando
cromatroplacas em aluminio revestidas em silica gel 60 F 254 (Aldrich®) com filme de
0.2 mm de espessura. As placas cromatograficas com indicador de fluorescéncia
contendo as amostras foram reveladas utilizando uma solucdo de permanganato de
potassio e, depois, aquecidas. Paras as amostras que fluoresciam na luz UV, as amostras
foram reveladas utilizando uma lampada UV (254 nm) e, posteriormente, embebidas em
solucdo de permanganato de potassio e aquecidas.

As purificagcbes por coluna cromatografia foram realizadas utilizando silica gel
comum (70-230 mesh). Os eluentes empregados foram acetato de etila e hexano e as
concentragdes das solucdes estdo descritas nos procedimentos experimentais.

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear foram realizados nos seguintes
aparelhos: Varian Mercury Plus (300 MHz para *H e 75 MHz para *3C) 7,04 T e Bruker
Ascend (600 MHz para H e 150 MHz para **C) 14,1. Os deslocamentos quimicos (&)
foram expressos em partes por milhdo (ppm). As constantes de acoplamento estéo
expressas em Hertz (Hz). As amostras analisadas foram dissolvidas em cloroférmio
deuterado (CDCl3). Algumas amostram foram dissolvidas em benzeno deuterado
(CeDg). Para os espectros de RMN de 'H foi utilizado como referéncia interna o
tetrametilsilano TMS (0,0 ppm) e para os espectros de RMN de **C, o cloroférmio
deuterado (77,00 ppm). Os espectros foram processados no programa MestReNova.

Os experimentos de massa EI foram obtidos em aparelho de cromatografia em fase
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), utilizando cromatdgrafo
Shimadzu 7890 A, com coluna capilar 5%-fenil-95%-metilsiloxano (HP5, 30 mm x
0,32 mm x 0,25 um) e hélio como gas carreador (1,0 um/min). A temperatura do forno
foi programada de 100 a 200 °C, a uma taxa de aquecimento de 3 °C/min. Um

miligrama de amostra foi dissolvido em 1,5 mL de etanol, acetato de etila ou hexano,
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dependendo da solubilidade da amostra, e 1,0 uL da solucéo foi injetada no modo com
divisdo de fluxo (1:50). Os dados foram analisados usando o software GCMSsolution.
A cepa CV026 foi doada pela Prof.2 Dr.2 Lidia Maria Pepe de Moraes do Instituto de
Biologia-1B-UnB. Todos 0s equipamentos, recipientes e solventes utilizados nos teste
bioldgicos foram autoclavados a 121 °C por vinte minutos, seguindo o padrdo de
autoclavagem do laboratorio da Prof.2 Dr.2 Lidia. Os ensaios em QS da C. violacium

foram realizados sob a supervisao do Prof. Dr. Alex Leite Pereira da FCE-UnB.
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7. Parte Experimental

7.1. Procedimentos Empregados Para a Sintese das 2-hidroxiamidas

7.1.1 Metodologia segundo Moaddel e Ameri.

Em um baldo de fundo redondo de 10,0 mL equipado com barra de agitacdo
magnética, foram adicionados 160 mmol de acido carboxilico e 3,0 mL de etanolamina
(50 mmol). O baldo foi equipado com condensador e foi aquecido, sob agitacao
magnética, até a temperatura de refluxo, permanecendo assim por 8 horas. A mistura
reacional entéo foi diluida em 20 mL de acetato de etila e lavada com 10 mL de HCI 5%
até que ndo houvesse etanolamina na fase organica, verificado por CCD. A fase
organica foi seca com Na,SO, e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. O
residuo resultante foi purificado por recristalizacdo (hexano/AcOEt 50:50). O produto
entdo foi filtrado em funil de Buchner com uma solugéo gelada de hexano /acetato de
etila e depois foi colocado na bomba de alto-vacuo para retirada de qualquer solvente

residual, alcancando rendimentos que variam de 10- 90%.

2-hidroxietilheptamida

0 Rendimento: 70%

\/\/\)J\N/\/OH

H Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 6,10 (s, 1H); 3,7 (t, J = 5,0 Hz, 2H); 3,42 (9, J = 5,6
Hz, 2H); 3,05 (s, 1H); 2.20 (t, J =8,0 Hz, 2H); 1,63 (qt, J = 7,6 Hz, 2H); 1,39 — 1,16 (m,
6H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

B3C NMR (151 MHz, CDCly): 5 174,6; 62.4; 42,4; 36,7; 31,5; 28,9; 25,7; 22.,5; 13,4.
EM (70 eV) m/Z: 174 (M"), 43 (100).

IR (ATR) cm™: 3296, 2919, 1643, 1559, 1057.

2-hidroxietiloctamida

Rendimento: 72%

Aparéncia: solido branco.

O
H
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'H NMR (600 MHz, CDCls): § 6,08 (s, 1H); 3,72 (t, J = 5,6 Hz, 2H); 3,42 (g, J = 5,6
Hz, 2H): 3,03 (s, 1H), 2,20 (t, J= 7,6 Hz, 2H); 1,63 (qt, J = 7,4 Hz 2H), 1.38 — 1.16
(m, 8H), 0.88 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 174, 6; 62,5; 42.4; 36,7; 31,6; 29,2; 28.,9; 25.7; 22,6
14.0.

EM (70 eV) m/Z: 188 (M*), 57 (100).

IR (ATR) cm™: 3294, 2952, 2923, 2870, 1641, 1557, 1212.

2-hidroxietilnonamida

o Rendimento: 80%
\/\/\/\)J\N/\/OH
H

Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCl3): & 6,30 (s, 1H); 3,70 (t, J = 5,2 Hz, 2H); 3,40 (q, J = 5,4,
Hz, 2H); 2,79 (s, 2H); 2,20 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 1,62 (qt, J = 7,4 Hz, 2H); 1,35-1,20
(m, 10H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 174,7; 62,1; 42,4; 36,7; 31,8; 29,3; 29.3; 29.1;
25,7; 22,6; 14,0.

EM (70 eV) m/Z: 201 (M™); 103 (100).

IR (ATR) cm™: 3291, 2959, 2919, 2846, 1642, 1553, 1042,

2-hidroxietilcinamida

O Rendimento: 65%

OH
A N/\/
H Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls): & 7,61 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,45 (dd, J = 6,5; 2,9 Hz,
2H); 7,31 (dd, J = 5,0; 1,7 Hz, 3H); 6,66 (s, 1H); 6,46 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 3,77 (t, J
= 5,0 Hz, 2H); 3,54 (q, J =5,4 Hz, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): § 167,2; 141,4; 134.,6; 129.8; 128,8; 127,8; 120,3; 62.1;
42.6.

EM (70 eV) m/Z: 191 (M*); 131 (100).

IR (ATR) cm™: 3297, 1649, 1596, 1578, 1559, 1060, 770.
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2-hidroxietildecamida

Rendimento: 83%

Aparéncia: solido branco.

O
A OH
H

'H NMR (600 MHz, CDCly): & 6,32 (s, 1H); 3,70 (t, J= 5,13, 2H); 3,40 (q, J = 5,6 Hz,
2H); 3,02 (s, 1H); 2,20 (t, J =7,8 Hz, 2H); 1,62 (qt, J = 7,6 Hz, 2H); 1,34 — 1,19 (m,
12H); 0,88 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): 6 174,6; 62,1; 42,.3; 36,6; 31,8; 29,4; 29,3; 29,3; 29,3;
25,7; 22,6; 14,0.

EM (70 eV) m/Z: 216 (M"); 85 (100).

IR (ATR) cm™: 3289, 2954, 2918, 2849, 1641, 1554, 1045.

2-hidroxietildodecamida

o Rendimento: 80%

e oH

H Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 8 6,11 (s, 1H); 3,71 (t, J = 5,5 Hz, 2H); 3,42 (9, J = 5,6
Hz, 2H): 2,54 (s, 2H); 2,20 (t, J = 7,8 Hz, 2H); 1,63 (qt, J = 7,5 Hz, 2H); 1,37 — 1,13 (m,
16H); 0,88 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

BCc NMR (151 MHz, CDCl3): 6 174,6; 62.4; 42.4; 36,7; 31,9; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3;
29,3; 29,3; 25,7, 22,6; 14,1.

EM (70 eV) m/Z: 243 (M"); 85 (100).

IR (ATR) cm™: 3293, 2954, 2917, 2849, 1641, 1554, 1049.

2-hidroxietilestereamida

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\N/\/OH

H

Rendimento: 90%
Aparéncia: solido branco.
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'H NMR (600 MHz, CDCls): § 5,95 (s, 1H); 3,70 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 3,42 (9, J = 5,5
Hz, 2H); 2,20 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 1,63 (qt, J = 7,3 Hz, 2H); 1,33 — 1,19 (m, 24H); 0,88
(t, J =7,0 Hz, 3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 174.6; 62,7; 42.5; 36,7; 31,9; 29,7; 29,6; 29,6; 29,5;
29,3; 29,3; 29,3; 25,7;22,7; 14,1.

IR (ATR) cm™: 3292, 2917, 2848, 1638, 1554, 1057.

2-hidroxietiloleiamida

Rendimento: 85%

Aparéncia: solido marrom.

'H NMR (600 MHz, CDCls): & 6,33 (s, 1H); 5,4 (q, J = 5,6 Hz, 1H); 3,72 (t, J = 5,4
Hz, 2H); 3,40 (qt, J = 5,4 Hz, 2H) 2,20 (t, J = 7,6 Hz, 2H ), 2,07 — 1,97 (m, 4H), (t,J =
7,6 Hz, 2H); 1,63 (qt, J = 7,3 Hz, 2H); 1,33 - 1,19 (m, 24H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H).
B¢ NMR (151 MHz, CDCly): 6 174,6; 129,9; 129,6; 62,1; 42,3; 36,6; 31,8; 29,7; 29,7,
29,5; 29,3; 29,2; 29,2; 29,1; 27,1; 25,7; 22,6; 14,0.

EM (70 eV) m/Z: 98 (100).

Amida derivada do 6leo de soja

o = H
/\/\/\/\/\/\/\)J\N/\/OH = N\/\OH
H
(0] o

/\/\/\/\/\/\/\/\)J\ N ~_-OH N/\/OH
H P H

Rendimento: 33%

Aparéncia: solido branco.
'H NMR (300 MHz, CDCls): § 5,94 (s,4H); 5,51 — 5,29 (m, 6H), 3,72 (t, J = 5.4 Hz,
4H). 3,42 (g, J = 5.4, Hz, 4H), 2,88 — 2,70 (m, 3H), 2,30 — 2,15 (m, 4H), 2,12 — 1,90 (m,
7H), 1,63 (t, J = 7,2Hz, 5H), 1,39 — 1,17 (m, 34H), 0.98 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,88 (t, J =
7,3 Hz, 9H)
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3C NMR (151 MHz, CDCls) § 130,0; 62,6; 42,4; 36,7; 31,90 ; 29.,7; 29,7; 29,4;
29,4, 29,2; 29,1; 27,2; 25,7, 22,7, 14,1.

EM (70 eV) m/Z: 270 (M"), 74 (100); 294 (M+), 81(100); 296 (M+), 55(100); 296
(M+), 55(100).

IR (ATR) cm™: 3290, 2917, 2849, 1641, 1560, 1466, 1054.

2-hidroxietilfenilamida

Q Rendimento: 60%
N -OH
©)LH Aparéncia: solido branco.
'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,75 (dt, J = 7,5; 1,4 Hz, 2H); 7,47 (tt, J = 7,7; 1,2 1H);
7,36 (tt, J = 7,5; 1,3 Hz, 2H); 7,09 (s, 1H); 3,77 (t, J = 5,6 Hz, 2H); 3.57 (9, J = 5,5 Hz,
2H).
B3C NMR (75 MHz, CDCls): § 168,7; 134,0; 131,6; 128,5; 126,9; 61,9; 42.8.

EM (70 eV) m/Z: 165 (M*); 105 (100).
IR (ATR) cm’: 33232, 1638, 1576, 1572, 1065, 750.

2-hidroxietil-2-tiofenilacetamida.

Rendimento: 85%

O
S\)]\N/\/OH o .
H Aparéncia: solido branco.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,31 (d, J = 4,3 Hz, 4H); 3,65 (s, 2H); 3,62 (t, J = 5,4
Hz, 2H); 3,39 (t, J = 5,4 Hz, 2H);.

3C NMR (151 MHz, CDCls) & 169,5; 168,.2; 134,8: 1346 ; (s), 134,4; , 130,0;
129,4; 129,2; 128,6; 128,3;,128,0; 127,0; 63,9;, 62.,0; 43,6; 42,6; 41,5; 38,80.
EM (70 eV) m/Z: 165 (M™); 105 (100).

IR (ATR) cm™: 1664,1612, 1551, 1444, 1073, 1063, 712, 692.
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2-hidroxietilbenzamina

H Rendimento: 50%
Oy
o Aparéncia: solido branco.

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 7.,40 — 7,19 (m, 5H), 6.,20 (s, 1H), 3,661 (t, J = 5.1 Hz,
2H), 3.55 (s, 2H), 3.33 (t, J = 5,1Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCly) § 172,5; 134,6; 129,3.; 128,8; 128,5; 127,3; 61,9; 43,5;
42,5.

EM (70 eV) m/Z: 161, 160 (M), 91 (100)

IR (ATR) cm'’: 1719, 1619, 1567, 1073, 1067, 712, 692.

2-(ciclopent-2-en-1-il)-N-(2-hidroxietil)acetamida.

H
N
ary e
o) Ay
Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls) : § 6,04 (s, 1H), 5,78 (td, J = 4,4; 2,1 Hz, 1H), 5,68 (dt, J
=8,0; 4,0 Hz, 1H), 3,73 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3.43 (qt, J = 5,5 Hz, 2H), 3,15 — 3,07 (m,
1H), 2,41 — 2,30 (m, 2H), 2,28 (dd, J = 14,1, 7,1 Hz, 1H), 2,20 (dd, J = 14,1, 7,8 Hz,
1H), 2,17 — 2,09 (m, 1H), 1,47 (ddt, J = 12,7; 9,0; 6,2 Hz, 1H).

B3C NMR (151 MHz, CDCls) & 173,6; 133.70; 131,6; 62,5; 42,7; 42,5; 42,4; 31,8;
29,6.

EM (70 eV) m/Z: 169 (M), 65 (100)

IR (ATR) cm™: 1668, 1551, 1066.

Rendimento: 60%

7.1.2. Metodologia segundo Jamieson e colaboradores.

Em um baldo de fundo redondo de 5,0 mL equipado com barra de agitacdo
magnética, foram adicionados 0,5 mL de benzoato de metila (4 mmol), 0,26 mL de
etanolamina (4, X mmol), 1,5 mL de alcool isopropilico e 0,21g de carbonato de
potassio (30 mol%). Em seguida aqueceu-se o baldo a 60°C em banho de 6leo e deixou-
se a reacdo por 20h. A sintese resultou em uma solucdo amarelada juntamente com um
solido branco, que foi removido por filtragdo simples. A mistura reacional entdo foi

diluida em 20 mL de acetato de etila e lavada com 10 mL de HCI 5% até que ndo
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houvesse etanolamina na fase orgéanica, verificado por CCD. A fase organica foi seca
com Na,SO, e o solvente foi removido em evaporador rotatério. Apés recristalizacéo e

evaporagdo na bomba, resultou em um rendimento de 40%.

7.1.3. Metodologia catalisada por Nafion®.

Em um frasco reacional (do tipo tubo selado) equipado com barra de agitacéo
magnética com atmosfera inerte (N;), foram adicionados 2,0 mL de benzoato de metila
(16 mmol) e 3 mL de etanolamina (3 equivalentes) e um pedaco de 0,5 mm? de
Nafion®. A mistura reacional permaneceu em agitacdo com refluxo por 18 horas. O
Nafion® foi separado da mistura reacional que foi, entdo, diluida em 20 mL de acetato
de etila e lavada com 10 mL de HCI 5% até que ndo houvesse etanolamina na fase
organica, verificado por CCD. A fase organica foi seca com Na,SO, e o solvente foi
removido em evaporador rotatorio. A purificacao foi feita por cromatografia em coluna
de silica gel (AcOEt 100%). As fracGes foram reunidas e rotaevaporadas. Em seguida, o
material foi submetido as condi¢des de alto-vacuo e resultou em um solido branco com

60% de rendimento.

7.1.4. Metodologia catalisada por Nafion® para o 6leo de soja.

Em um frasco reacional (do tipo tubo selado) equipado com barra de agitacdo
magnética com atmosfera inerte (N;), foram adicionados 1,5 mL de 6leo de soja e 1,5
mL de etanolamina e um pedaco de 0,5 mm? de Nafion®. A mistura reacional
permaneceu em agitacdo com refluxo por 18 horas. O Nafion® foi separado da mistura
reacional e, entdo, foi diluida em 20 mL de acetato de etila e lavada com 10 mL de HCI
5% até que ndo houvesse etanolamina na fase organica. A fase organica foi seca com
Na,SO, e o solvente foi removido em evaporador rotatério. Em seguida, o material foi
submetido as condi¢des de alto-vacuo e resultou em um liquido amarelado com 15% de

rendimento.

7.2. Procedimento Geral Empregado sintese de 2-oxazolinas

O N
/\/\/\/\)L OH 1. 3.3 ¢q.S0Ch =\/\/\/\/\(/
H/\/ CH,Cl, seco,N,, ta OJ
75 2. NaHCO;4 76
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Em um baldo de fundo redondo de 15,0 mL equipado com barra de agitacao
magnética, foram adicionados 0,42X mmol de 2-hidroetilamida (aproximadamente 100
mg) e a atmosfera do bal&o foi trocado por N,. Entdo, se adicionou 6 mL de CH,Cl,
com seringa e 0,1 mL de SOCI,, apds essa adicdo era colocado um septo de vidro
equipado com uma seringa de cloreto de célcio. A reacdo foi acompanhada por CCD e,
para finaliza-la, foram utilizados 6 mL de NaHCO; adicionados de forma lenta a
mistura reacional, deixando essa mistura bifésica sob agitacdo por 30 minutos. As fases
foram separadas, e a fase organica lavada com 6 mL de agua destilada por trés vezes. A

fase organica entdo era rotaevaporada.

7.2.1. Metodologia geral em banho de gelo.

Em um baldo de fundo redondo de 25,0 mL equipado com barra de agitacdo
magnética, foram adicionados 0,42 mmol de 2-hidroxietilamida e a atmosfera do bal&o
foi trocado por N,. Entdo se adicionou 12 mL de CH,Cl, com seringa, o sistema entdo
foi colocado em banho de gelo (temperatura menor que 0°C). Apds a temperatura do
sistema estabilizar, foi adicionado 0,1 mL de SOCI, com seringa, ap6s essa adi¢ao foi
colocado um septo de vidro equipado com uma seringa de cloreto de célcio. A reacdo
entdo foi acompanhada por CCD e para, finaliza-la, foram utilizados 6 mL de NaHCO3
adicionados de forma lenta a mistura reacional, deixado essa mistura bifasica sob
agitacdo por 30 minutos. As fases foram separadas, e a fase organica foi lavada com 6
mL de agua destilada por trés vezes. A fase organica, entdo, foi rotaevaporada e
purificada por cromatografia em coluna de silica gel (Acetato de etila), as fracfes foram
analisadas por CGEM e entdo reunidas, secas com sulfato de magnésio e evaporadas em
rotaevaporador rotativo. Depois, a amostra permaneceu na bomba de vacuo para retirar
qualquer resquicio de solvente. A conversdao em 2-oxazolinas variou entre 50 a 90%,

porém, a purificacdo completa ainda nao foi obtida.

Heptil-2-oxazolina

Rendimento: 82%
N

>
Wo Aparéncia: 6leo amarelo.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 54,22 (t, J = 9,5 Hz, 2H) 3,82 (t, J = 9,5 Hz, 2H): 2,26
(t, J = 7,7 Hz, 2H); 1,62 (qt, J = 7,7 Hz, 2H), 1,40 — 1,14 (m, 6H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz,
3H).
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13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 168,7; 67,1; 54,3; 31,4; 28,8; 28,0; 25,9; 22,5; 14,0.
EM (70 eV) m/Z: 155 (M); 44 (100).
IR (ATR) cm*: 3287, 2924, 2872, 1639, 1558, 1465, 1055.

Octil-2-oxazolina

/\/\/\/"f> Rendimento:80%
o

Aparéncia: liquido incolor.

'H NMR (600 MHz, CDCl3): & 4,22 (t, J = 9,5 Hz, 2H) 3,82 (t, J = 9,5 Hz, 2H); 2,26
(t, J = 7,7 Hz, 2H); 1,62 (qt, J = 7,7 Hz, 2H), 1,40 — 1,14 (m, 8H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz,
3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls):  168.8; 67.1; 54,3; 31,6; 29,2; 28,9; 27,9; 25.9; 22.6;
14,0.

EM (70 eV) m/Z: 169 (M); 85 (100).

IR (ATR) cm™: 3294, 2823, 1641, 1554, 1056.

Nonil-2-oxazolina

Rendimento: 72%

\/\/\/\/I\i}

Aparéncia: 6leo incolor.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 4,21 (t, J = 9,5 Hz, 2H); 3,81 (t, J = 9,5 Hz, 2H) 2,26
(t, J=7,6 Hz ,2H); 1,63 (qt, J = 7,6 Hz, 2H); 1,38 — 1,19 (m, 10H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz,
3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): & 168.,7; 67.0; 54,3; 31,8; 29,2; 29,2; 29,1; 28,0; 26,0;
22.6; 14,1,

EM (70 eV) m/Z: 182 (M-1); 85 (100).

IR (ATR) cm™: 2923, 1638, 1556, 1259, 1059, 979.
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Decil-2-oxazolina

N Rendimento: 86%

M}

Aparéncia: solido branco.

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 4,21 (t, J = 9,5 Hz, 2H) 3,81 (t, J = 9,5 Hz, 2H); 2,26
(t, J = 7,7 Hz, 2H); 1,62 (qt, J = 7,7 Hz, 2H), 1,40 — 1,14 (m, 12H); 0,88 (t, J = 7,0 Hz,
3H).

B3C NMR (151 MHz, CDCls): & 168,7; 67,1; 54,3; 31,8; 29,4; 29,2; 29,2; 28.0; 26,0;
22,6; 14,0.

EM (70 eV) m/Z: 196 (M-1); 85 (100).

IR (ATR) cm™: 3294, 2959, 2918, 1850, 1736, 1641, 1554, 1179.

Dodecil-2-oxazolina

Rendimento: 80%

/\/\/\/\/\/,l;>

Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 4,21 (t, J = 9,5 Hz, 2H); 3,82 (t, J = 9,5 Hz, 2H); 2,26
(t, J = 7,7 Hz, 2H); 1,62 (qt, J = 7,6 Hz, 2H); 1,37 — 1,19 (m, 17H); 0,88 (t, J = 7,1 Hz,
3H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): § 168.,7; 67.1; 54,3; 31,9; 29,6; 29,4; 29,3; 29,2; 29.2;
28,0; 26,0; 22,6; 14,1.

EM (70 eV) m/Z: 224(M-1); 85 (100).

IR (ATR) cm™: 3293, 2954, 2917, 2849, 1641, 1560, 1012.

Estearil-2-oxazolina

Rendimento: 90%

Aparéncia: solido branco.
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'H NMR (300 MHz, cdcls): & 4,22 (t, J = 9,4 Hz, 2H); 3,81 (t, J = 9,3 Hz, 2H); 2,26 (t,
J=7,2Hz 2H); 1,62 (qt, J = 7,1 Hz 2H); 1,25 (s, 28H); 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H).

3C NMR (75 MHz, cdcls) & 168,8; 67,1; 54,3; 31,9; 29,7; 29,6; 29,6; 29,5; 29,3; 29,3;
29,2; 28,0; 26,0; 22,7; 14,1.

IR (ATR) cm™: 2916, 2846, 1646, 1640, 1470, 1164.

Oleil-2-oxazolina.

Rendimento: 72%

Aparéncia: solido marrom.

'H NMR (600 MHz, CDCls) § 5.37 — 5.29 (m, 3H), 4.21 (t, J = 9.5 Hz, 4H), 3.81 (t, J
= 9.4 Hz, 4H), 2.26 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 2.01 (dd, J = 12.8, 6.8 Hz, 6H), 1.67 — 1.53 (m,
5H), 1.38 — 1.18 (m, 44H), 0.88 (t, J = 7.0 Hz, 7H).

EM (70 eV) m/Z: 307 (M), 98 (100).

IR (ATR) cm™: 2923, 2853, 1687, 1463, 988, 722.

Oxazolina 6leo de soja.

A/\/\/\/\/\/\/,l} WN
)

O
N

/\/\/\/\/\/\/\/\/Il/o> //>

=

'H NMR (600 MHz, CDCl3) § 5.45 — 5.20 (m, 3H), 4.22 (t, J = 9.5 Hz, 4H), 3.82 (t, J
= 9.4 Hz, 4H), 2.27 (t, J = 7.7 Hz, 4H), 2.01 (dd, J = 12.8, 6.8 Hz, 6H), 1.68 — 1.53 (m,
5H), 1.41 — 1.15 (m, 44H), 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 7H).

EM (70 eV) m/Z: EM (70 eV) m/Z: 140 (M), 85 (100); 154 (M), 85 (100); 154 (M), 85
(100); 307 (M), 98 (100).

IR (ATR) cm'™’: 2918, 2850, 1641, 1559, 1054
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Fenil-2-oxazolina.

o Rendimento: 72%
-
Aparéncia: 6leo incolor.
'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,95 (m, 2H); 7,43 (m, 3H); 4,43 (t, J = 9,6 Hz, 2H);
4,06 (q, J = 9,4 Hz, 2H).

3C NMR (75 MHz, CDCls): § 164,6; 131,7; 130,7; 129,4; 126,4; 128,0; 67,5; 54,8.
EM (70 eV) m/Z: 147 (M+), 117 (100).

Cinamil-2-oxazolina

N/> Rendimento: 87%
X / 0] a .
Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls): & 7,52 — 7,46 (m, 1H); 7,39 — 7,27 (m, 5H); 6,64 (d, J =
16,3 Hz, 1H); 4,34 (t, J = 9,4 Hz, 2H); 3,99 (t, J = 9,4 Hz, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDCls): 5 164,4; 139.9. 135,2; 129.4; 128,8; 127,4; 115,0; 77.2;
77,0; 76,8; 67,2; 54,8.

EM (70 eV) m/Z: 172 (M-1, 100)

IR (ATR) cm™: 1713, 1651, 1636, 1167, 766.

1-metil-2-tiofenil-oxazolina

Rendimento: 70%

Aparéncia: solido branco.

D
»

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 7,2 (m, 8H); 3,66 (s, 4H); 4,31 (t, J = 5,4 Hz, 2H); 3,8
(t, J =5,4 Hz, 2H);

3C NMR (151 MHz, CDCls) & 169,5; 168,.2; 134,8: 1346 ; (s), 134,4; , 130,0;
129,4;129,2; 128,6; 128,3;,128,0; 127,0; 63,9; , 62.,0; 43,6; 42,6; 41,5; 38,80;
EM (70 eV) m/Z: 193 (M), 65 (100).

IR (ATR) cm™: 1735, 1651, 1532, 1150, 1065, 1059, 739, 690.
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Benzil-2-oxazolina

/N> Rendimento: 50%
(1,

Aparéncia: solido branco.

'H NMR (600 MHz, CDCls): § 7.,40 — 7,23 (m, 5H),), 4,24 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.,84
(s, J=5,1Hz, 2H), 3,61 (s, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDCl5) § 167,0; 134,6; 129,5; 129,0; 128,6; 127,5; 127,0; 67,6;
EM (70 eV) m/Z: 169 (M), 91 (100)

IR (ATR) cm*: 1605, 1554, 1515, 1161.

2-(ciclopent-2-en-1-il)-2-oxazolina.

@/\EN> Rendimento: 65%
o

Aparéncia: 6leo marrom.

'H NMR (600 MHz, CDCls) & 5.89 (s, 7H), 5.89 (s, 4H), 5.76 (dd, J = 5.6, 2.2 Hz,
13H), 4.25 (s, 2H), 3.85 (s, 2H), 3.79 — 3.65 (t, J = 5.6 2H), 3.47 (dd, J = 10.0, 5.6 Hz,
2H), 3.15 (s, 7H), 2.51 — 2.10 (m, 2H), 2.15 — 1.95 (m, 3H), 1.77 — 1.48 (m, 3H), 1.29
(d, J=17.5Hz, 5H), 0.89 (t, J =, 11.9 Hz, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDCls) & 173.6, 133.7 , 131.7 , 62.8 , 42.7 , 42.5 , 43,5, 31.9,
29.6.

EM (70 eV) m/Z: 150(M), 51 (100)

IR (ATR) cm™: 2955, 2900, 1605, 1554, 1515, 1468, 1161.

7.3. Metodologia para ciclizagdo com trifosgenio.
7.3.1 — Metodologia sem base.

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL equipado com barra magnética e
atmosfera de nitrogénio foi adicionado 0,02 mmol de 2-hidroxietilamida em 2,5 mL de
diclorometano. A essa solucgéo foi adicionado gota a gota uma solugdo de 0,5 mmol de
trifésgenio em 0,5 mL de diclorometano. Apos a adi¢do o sistema foi colocado em
refluxo por duas horas. Foi realizada a lavagem com 3x5 mL de agua destilada, a fase
organica foi seca com sulfato de sédio e evaporada em rotaevaporador rotativo. Uma
mostra foi retirada e mandada ao CG-EM foi atribuido, juntamente com o RMN de 1H a

sintese do carbamato.
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7.3.2 — Metodologia utilizando NaOH como base.

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL equipado com barra magnética e
atmosfera de nitrogénio foi adicionado 0,04 mmol de 2-hidroxietilamida em 0,4 mL de
uma solucdo de 6N de NaOH. Agitou-se vigorosamente a mistura reacional em banho
de gelo (aproximadamente -10°C por trinta minutos). A essa soluc&o foi adicionado gota
a gota uma solucéo de 0,2 mmol de trifésgenio em 0,4 mL de diclorometano. Apos a
adicéo o sistema foi permaneceu por 4h em temperatura ambiente, acoplado a uma rolha
de vidro com uma seringa de cloreto de célcio. A mistura de produtos foi extraia com 3
X 1 mL de diclorometano, seco com sulfato de sédio e evaporado em rotaevaporador
rotativo.

7.3.3 — Metodologia utilizando EtzN como base.

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL equipado com barra magnética e
atmosfera de nitrogénio foi adicionado 0,61 mmol de 2-hidroxietilamida, 0,09 mmol de
EtsN em 3 mL de diclorometano. A solugdo foi colocada em banho de gelo
(aproximadamente -10°C) por meia hora e 0 0,24 mmol de trifosgénio foi adicionado ao
sistema.. Apds a adicdo o sistema foi permaneceu por 20h em temperatura ambiente,
acoplado a uma rolha de vidro com uma seringa de cloreto de calcio. A solucdo foi
lavada com 2x3 mL de agua destilada e 2x3 de bicarbonato de sodio. A fase organica
foi seca com sulfato de sddio e evaporada em rotaevaporador rotativo.

7.3.3 — Metodologia utilizando piridina como base.

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL equipado com barra magnética e
atmosfera de nitrogénio foi adicionado 0,5 mmol de 2-hidroxietilamida, 6 equivalentes
de piridina em 1,5 mL de diclorometano. Essa solucédo foi colocada em banho de gelo (
aproximadamente -20°C) por aproximadamente 1h e a essa solu¢do uma solucdo de 1
mL de diclorometano com 0,5 equivalente de trifosgénio, na mesma temperatura do
baldo de reacgéo, foi adicionado gota a gota. O sistema foi mantido a essa temperatura
por trinta minutos e depois permaneceu por mais uma hora em temperatura ambiente.
Foi adicionado 3 mL de NH4CI ao baldo reacional e extraido o produto com 3x5 mL de
diclorometano. A fase organica foi reunida e seca com sulfato de sédio e evaporada em

rotaevaporador rotativo.
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7.4. Metodologia para os testes bioldgicos.

Os testes bioldgicos foram realizados utilizando a metodologia puor-plate.
Foram feitos dois agares Luria-Bertani (LB), um sélido e um semi-sélido, Para 1L de
agar sdo adicionados 10g de peptona, 10g de cloreto de sodio, 5g de extrato de levedura
e 15 gramas de agar para o meio solido e 7 gramas para 0 meio semi-solido. Apos
completa homogeneizacao os meios foram autoclavados por vinte minutos a 121°C..

A cepa de CV026 foi descongelada e colocou-se 200 pL da cultura em 5 mL de
meio LB (sem &gar) em um falcon de 50 mL. Esse falcon foi colocado em um shaker a
30°C, em 100 rpm por 48 horas. Dessa cultura foram cultivadas as CVV026 resistentes a
antibidticos (Canamicina). Trés placas de Petri com 15 mL de agar LB sélido e
canamicina ( 50 pg.mL™) foram preparadas e sob essas placas as diluicdes da cultura (
1/10, 1/100 e 1/1000) juntamente com 5uL do autoindutor cognato da CV, C6-HHL,
foram vertidas . As placas entdo foram colocadas na estuda de 30°C por 48 horas e uma
colonia da placa de 1/1000 foi escolhida para ser o clone utilizado nos testes. Desse
clone era feito um incéculo com 24 horas de antecedéncia dos testes com 10 mL de
meio LB, 5 uL de canamicina ( solugao estoque de 100 mg.mL’l) e 100 pL do in6culo
anterior, deixado no shaker a 30°C.

Para os testes nas placas de Petri, devidamente esterilizadas, foram adicionados
15 mL de agar LB sdélido. Apo6s secagem completa foram adicionados 15 mL de agar
LB semi-sdlido, juntamente com 600 uL do inoculo de 24 horas de CVV026, 30 uL de
HHL (solugdo estoque de SmM) paras as placas testes e 30 pL de acetonitrilas para as
placas controle. Apds a secagem do agar foram feitos pogos com a base de uma ponteira
de P200, aproximadamente 5 mm de didmetro e 3 mm de profundidade. As amostras
entdo foram adicionadas a cada pogo em duas concentracdes, ou 100 e 10 mM para as
moléculas solubilizadas em etanol 40% e 1 e 0,1 mM para as amostras que precisaram
passar por filtracdo para a realizacdo dos testes, aproximadamente 40 uL eram
despejados em cada pogo. As placas foram entdo deixadas na estufa a 30°C por 24 horas

e analisadas.
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ANexos



1.

Imagens das placas de Petri dos ensaios biologicos.

Anexo 1 — Culturas teste sobre a resisténcia a canamicina. A: diluicdo 1 para 10 da solucéo da cepa; B: diluicdo 1 para 100 da solucéo
da cepa; C: diluicdo 1 para 1000 da solucdo da cepa;
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Teste TO - Placa controle e placa teste.
1-Fenil-2-oxazolina (100 mM)
2-Fenil-2-oxazolina (10 mM) — 3- Cinamida (100 mM) — 4 - Cinamida (10mM) — 5 - Nonamida (100 mM)
6 -Nonamida (10mM) — 7 -Decil-2-oxazolina (100 mM) — 8 -Decil-2-oxazolina (10 mM) — 9 - Decamida (100 mM)
10 -Decamida (10mM) — 11 - Dodecil-2-oxazolina (100mM) — 12 - (Dodecil-2-oxazolina (10 mM) — 13- Cinamil-2-oxazolina (100 mM)
14 - Etanol 40% - 15 - Cinamil-2-oxazolina (10 mM).
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Teste T1 — Placa controle e placa teste

1 - Solvente
2- Cinamida (1 mM) —-3- Cinamida (0,1 mM) —4 - Decamida (1mM) —5 - Decamida (0,1 mM)
6 - Nonamida (1 mM) — 7 -Nonamida (0,1 mM) — 8 - Dodecamida (ImM) — 9 - Dodecamida (0,1 mM)
10 -Cinamil-2-oxazolina (1 mM) — 11 - Cinamil-2-oxazolina (0,1 mM) — 12 - Fenil-2-oxazolina (1mM) — 13 - Fenil-2-oxazolina (0,1 mM)
14 - Dodecil-2-oxazolina (1mM) — 15 - Dodecil-2-oxazolina (0,1 mM)
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Teste T2 — Placa controle e placa teste.

1 -Solvente
2 - Fenilamida (100 mM) — 3 - Fenilamida (10 mM) — 4 - Tiofenilamida (100mM) — 5 - Tiofenilamida (10 mM)
6 - Benzilamida (100 mM) — 7 - Benzilamida (10 mM) — 8 - Ciclopentenamida (100mM) — 9 - Ciclopentenamida (10 mM)
10 -Heptamida (100 mM) — 11 - Heptamida (10 mM) — 12 - Octamida (100mM) — 13 - Octamida (10 mM)
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Teste T3 — Placa controle e placa teste dos acidos carboxilicos

1 - Solvente
2- Octandico (10 mM) — 3- Octandico (100 mM) — 4 - Heptandico (10 mM) —5 - Heptandico (100 mM)
6 - Ciclopentendico (10 mM) — 7 -Ciclopentendico (100 mM) — 8 - nonanoico (10 mM) — 9 - Nonanoico (100mM)
10- Decanoico (10 nM) — 11 - Decandico (100 mM) — 12 —Tiofenilacético (10 mM) — 13 - Tiofenilacético (100mM)
14 - Fenilacético (10 mM) — 15 - Fenilacético (100 mM)
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Teste T4 — Placa controle e placa teste acidos carboxilicos I1.

1 - Solvente
2 - Estearico(1 mM) — 3 - Esteérico (0,1 mM) — 4 - Dodecandico (100 mM) — 5 - Dodecandico (10 mM)
6 - Oléico (1 mM) — 7 - Oleico (0,1 mM) — 8 - Benzoico (100 mM) — 9 - Benzdico (10 mM)
10 - Oleo de soja (100 mM) — 11 - Oleo de soja (10 mM) —12 - Cinamico (100 mM) — 13 - Cinamico (10 mM)
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Teste T5 — Placa controle e placa teste.

1 - Solvente
2 - Heptil-2-oxazolina (100 mM) — 3- Heptil-2-oxazolina (10 mM) — 4 - Octil-2-oxazolina (100 mM) — 5 - Octil-2-oxazolina (10 mM)
6 - Nonil-2-oxazolina (100 mM) — 7 - Nonil-2-oxazolina (10 mM) — 8 - Ac. Estéarico (1 mM) —9 - ac. Esteérico (0,1 mM)
10 - Estearil-2-oxazolina (1 mM) — 11 - Estearil-2-oxazolina (0,1 mM) - 12 - Oleil-2-oxazolina (1 mM) — 13 - Oleil-2-oxazolina (0,1 mM).
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Teste T6 — Placa controle e placa teste.

1 - Solvente
2 - Oleiamida (1 mM) — 3 - Oleiamida (0,1mM) — 4 - Amida 6leo (1 mM) — 5 - Amida 6leo (0,1 mM)
6 - Ciclopenten-2-oxazolina (100 mM) — 7 - Ciclopenten-2-oxazolina (10 mM) — 8 - Oxa.6leo (1 mM) —9 - Oxa.6leo (0,1 mM)
10 - Ac. Dodecandcio (1 mM) — 11 - ac. Dodecandico (0,1 mM) — 12 - Estereamida (1 mM) — 13 - Estereamida (0,1 mM).
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