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RESUMO

A sintese de novas substancias bioativas necessita de ensaios preliminares que
determinem a toxicidade, antes de serem realizados testes in vivo. Tais testes sdo
importantes indicativos para a viabilidade da conducédo dos testes in vivo. A Artemia
salina € um microcrustaceo largamente utilizado como modelo animal para determinar a
taxa de mortalidade de diversas substancias quimicas sintéticas, advindas de fontes
naturais, entre outras. Esse trabalho avaliou a citotoxicidade através do ensaio de
letalidade por Artemia salina, através do método de Meyer modificado, de 14 derivados
2-[(benzilideno)amino]-3-ciano-5,6,7,8-tetraidro-4 H-ciclohepta[b]tiofeno. Esses
derivados foram sintetizados no Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas
(LSVM) da UEPB em duas etapas reacionais, iniciando pela reagao multicomponentes
de Gewald entre: malononitrila, cicloheptanona, enxofre elementar e morfolina em meio
etandlico, que forneceu o precursor 2-amino-5,6,7,8-tetraidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (7CN), que por condensagao com diversos aldeidos aromaticos substituidos
em meio acido forneceu os compostos finais em bons rendimentos (55,8% a 99%), com
extrema facilidade de purificacdo. As estruturas moleculares tiveram suas carateristicas
fisico-quimicas determinadas e foram comprovadas através das técnicas de RMN 'H,
RMN 3C, MS e IV. Os testes de citotoxicidade foram conduzidos segundo metodologia
proposta por Meyer et al. (1982) modificada. Os valores da concentragao letal 50%
(CLsp) foram calculados através do método estatistico PROBIT e as doses efetivas 50%
(EDsp) atraveés das CLsp determinadas. Dos quinze compostos avaliados, 11 mostraram-
se atoxicas (ClLsp > 1000 pg/mL) e apenas 4 (7CN, 7CNO02, 7CN10 e 7CN11)
apresentaram alguma toxidez. De forma que a série estudada apresentou citotoxicidade
moderada a fraca, sendo a maioria das moléculas atdxicas dentro das concentragdes

avaliadas.

Palavras-chave: Artemia salina, citotoxicidade, 2-aminotiofenos.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Nauplio recém-eclodido livre e nauplio saindo do cisto.
Figura 2. Derivados com atividades antibacterianas e antifungicas.
Figura 3. Derivado com atividade antifungica.

Figura 4. Derivados 2-aminotiofénicos como potenciadores alostéricos no
receptor da Adenosina A1 (I e Il).

Figura 5. Derivado intermediario na sintese do 3-diazatiamino.
Figura 6. Derivado antineoplasico.

Figura 7. Derivado inibidor de herpes.

Figura 8. Espectro de infravermelho do composto 7CNO1.

Figura 9. Espectro de RMN H' do composto 7CN09.

Figura 10. Espectro de RMN de C' do composto 7CNO8.

Figura 11. Espectro de Massa do composto 7CNO1.

iX

17
21
22

23

24
24
25
40
42
43
44



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Exemplo de uma sintese de Gewald para obtencdo de 2-amino-
tiofenos substituidos.

Esquema 2. 2-amino-5,6,7,8-tetraidro-4 H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
(7CN).

Esquema 3. Rota de obtencdo dos novos derivados 2-(amino-arilideno)-5,6,7,8-

tetraidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (2).

22

30



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Novos derivados e seus respectivos aldeidos.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados.

Tabela 3. Dados dos espectros de |V.

Tabela 4. Dados dos espectros de RMN "H (8 em ppm).

Tabela 5. Dados dos espectros de RMN "*C (8 em ppm).

Tabela 6. Dados referentes as massas exatas dos ions moleculares. Valores
obtidos e calculados.

Tabela 7. Teste de solubilidade preliminar com o 7CN (1).

Tabela 8. Dados dos testes com artémias com o compostos 7CN03, 7CN09 e
7CN10.

Tabela 9. Valores obtidos de EDs e os valores de Clsp dos compostos testados.

xi

32
37
39
41
42

44

46

47



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Grafico de regressao linear PROBIT para o composto 7CNO03.

Grafico 2. Grafico de regressao linear PROBIT para o composto 7CNO9.

Grafico 3. Grafico de regressao linear do PROBIT para o composto 7CN10.
Grafico 4. Comparacao de todas ClLsy da série estudada.

Grafico 5. Grafico comparativo das CLsp entre os grupos: sem substituicéo,
monossubstituidos e os dissubstituidos.

Grafico 6. CLsy dos compostos substituidos no anel aromatico com atomos de

cloro.

Xii

48
48

50

51

52



Xiii

SUMARIO

DEDICATORIA 4

AGRADECIMENTOS 5

EPIGRAFE 6

RESUMO 7

LISTA DE FIGURAS 8

LISTA DE ESQUEMAS 9

LISTA DE TABELAS 10

LISTA DE GRAFICOS 11

1. INTRODUCAO 14

2. REFERENCIAL TEORICO 16

2.1 Artemia salina 16

2.2 Testes biologicos e sua importancia 17

2.3 Bioensaios com Artemia salina 18

2.4 Quimica medicinal e a sintese quimica 20

2.5 Importancia biolégica de derivados de heterociclos tiofénicos 21

3. OBJETIVOS 26

3.1 Objetivo geral 26

3.2 Objetivos Especificos 26

4. MATERIAIS E METODOS 27

4.1 Parte quimica 29

4.1.1. Sintese dos novos compostos 29

4.1.1.1 Obtengado do composto de partida (2-amino-5,6,7,8-tetraidro- 29
4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CN)

4.1.1.1.1 Procedimento experimental 29

4.1.1.2 Obtencao dos compostos finais 30

4.1.1.2.1 Procedimento experimental 31



4.1.2 Caracterizagao e comprovagao estrutural dos novos compostos
4.2. Parte biologica
4.2.1 Ensaios de citotoxicidade
4.2.1.1 Preparagao de aparato e eclosao dos cistos de A. salina
4.2.1.2 Preparacao das amostras
4.2.1.3 Avaliagao da atividade biologica
4.2.1.4 Andlise dos dados
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Parte quimica
5.2 Parte biologica
6. CONCLUSAO
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS
ANEXO A — ESPECTROS DE INFRAVERMELHOS
ANEXO B — ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR °C
ANEXO C — ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H
ANEXO D — ESPECTROS DE MASSA

Xiv

33
33
33
34
35
36
37
37
45
55
56
64
64
72
73
80



15

1. INTRODUGAO

Os microcrustaceos da espeécie Artemia salina sdo organismos habitantes de
ecossistemas aquaticos salinos. S&o animais facilmente adquiridos, manuseados e de
facil desenvolvimento (CARVALHO et al, 2007). Essas caracteristicas tornam esses
microcrustaceos uma boa opgao de modelo animal para realizag&o de testes bioldgicos.

Dentro desse contexto, A. salina Leach vém sendo utilizada com freqiéncia em
bioensaios de determinagao de toxicidade, que utilizam a CLsp (concentracdo letal a
50%) para a avaliagao de atividades biolégicas (NUNES et al., 2008). Esses testes tém
se mostrado uteis tanto para avaliar a toxicidade de compostos organicos quimicos
sintéticos, quanto de compostos ou extratos advindos de fontes naturais. Sendo
também possivel a avaliagao ecotoxicoldgica em ambientes aquaticos.

Assim, como alternativa para o uso de animais de laboratério, a utilizacdo de
bioensaios para avaliar a bioatividade de extratos, fracbes e compostos isolados de
plantas vem se tornando uma pratica comum nos laboratérios de pesquisa em nivel
mundial (NUNES et al., 2008).

Os testes com artémias sdo uma opgao de ensaiar a citotoxicidade de diversos
compostos, de maneira mais barata e mais acessivel aos pesquisadores e aos
laboratérios menos providos de equipamentos e materiais mais elaborados.

Atualmente, milhares de novas moléculas quimicas sdo sintetizadas e isoladas
de diferentes fontes naturais, contudo a maior parte de suas atividades
biolégicas/farmacologicas e aspectos de toxicidade, ainda sdo muito pouco estudadas
ou desconhecidas para aqueles que as isolaram ou produziram.

A sintese de novas substancias bioativas requer ensaios preliminares de
determinacdo da toxicidade, antes de serem pensados quaisquer outros testes
bioldgicos in vivo, pois fornecem importantes indicativos da viabilidade da condug¢ao dos
testes in vivo, como por exemplo: indicacdo da dose maxima toleravel, DLsy, dose
terapéutica, efeitos adversos, entre outros.

Diante do exposto nos propomos a utilizar o modelo do bioensaio de letalidade
utilizando A. salina Leach como modelo para avaliar o potencial citotdxico de novos

derivados 2-amino-tiofénicos sintetizados em nosso laboratério.
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Os heterociclos tiofénicos sdo conhecidos por apresentar uma ampla gama de
atividades biologicas. Atividade herbicida (EDWARDS, 1976; SANDMEIER &
SECKIMGER, 1984; HIROTA et al., 1984;), atividades antiprotozoarias, contra o
formas  tripomastigotas do T. cruzi e as formas promastigotas
de Leishmania (RAM et al., 1997; VALDERRAMA et al.,1999), atividade antitumoral
(DALLEMAGNE et al., 2003), analgésica e antiflamatoria (HARRINGTON, MOORE &
GERSTER, 1972; FAKHR et al., 2008), entre outras também sao bem relatadas.
Comparando-se o volume de informacgdes relatadas referente a avaliagdo das
atividades bioldgicas de compostos derivados de tiofeno, com o volume de informagao
relativo aos ensaios de toxicidade desses compostos, verifica-se claramente um grande
déficit desse ultimo (onde existe uma énfase maior em ensaios de citotoxicidade em
linhagens de células tumorais para avaliagcdo do potencial anticancerigeno, e muito
pouco estudo sobre linhagens celulares humanas ou animais). Como alguns exemplos,
podemos citar:
e Atividade citotoxica em linhagens celulares com tumores (LUKERVICS et al.,
2000);

e Ensaios citotdxicos in vitro e testes em animais (ratos) com moléculas do
tiofeno isoladas de extratos de plantas que possuem efeitos inibitérios contra
as linhagens de células humanas com tumores (JIN et al., 2008);

Diante do exposto, foi realizado um levantamento bibliografico sobre o tiofeno e
suas diversas atividades bioldgicas, associado a sintese, caracterizagdo e comprovagao
estrutural de uma série de 2-amino-tiofenos. Assim como a ampliagdo dos testes
bioldégicos dos derivados tiofénicos que estdo sendo continuadamente obtidos em
nosso grupo de pesquisas, com a finalidade de determinar e avaliar a citoxicidade de
novos derivados 2-amino-5,6,7,8-tetraidro-4 H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila através

do ensaio que utiliza Artemia salina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Artemia salina

As artémias (Figura 1) sdo crustaceos branquiopodos da ordem Anostraca,
familia Artemiidae, que vivem em ambientes aquaticos salinos. As artémias sao
organismos partenogenéticos que possuem os dois sexos bem definidos (VARO et al.
2002).

S&o animais que detém um alto grau de sobrevivéncia, tanto os individuos
adultos, quanto os ovos. As artémias suportam grandes variagdes de salinidade (3,5 a
70%) e seus ovos podem permanecer longos periodos desidratados, pois possuem um
metabolismo inativo (MILANI & ZIOLLI, 2008; MAYORGA et al., 2010).

As artémias também s&o consideradas bioindicadores de contaminacdo de
aguas marinhas por agentes quimicos (CARVALHO et al, 2007).

Esses animais sdo muito sensiveis, pois, diferem entre espécies, estagios de
vida e linhagens, quando expostos a um mesmo agente tdxico (VARO et al., 1998).

A Artemia salina Leach é facilmente encontrada, sob a forma de cistos, em lojas
de aquaristas, pois sdo utilizadas como alimento para peixes. Tais cistos permanecem
dormentes por longos periodos de tempo, podendo ser facilmente armazenados, desde
que se tenha o cuidado de manté-los secos e sob auséncia de iluminagdo (animais com
fototaxia (MICHAEL, THOMPSON & ABRAMOVITZ, 1956; MAYORGA et al., 2010).

A eclosdo dos ovos (cistos) (Figura 1) ocorre cerca de 24 horas apos sua
hidratacdo, e os nauplios eclodidos chegam a fase adulta apés 20-30 dias de vida
(MILANI & ZIOLLI, 2008).
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Figura 1. Nauplio recém-eclodido livre e nauplio saindo do cisto (Fotografia extraida de
MAYORGA et al, 2010).

2.2. Testes citotoxicos e sua importancia

Os ensaios sado formas de avaliar a seguranca de uma molécula bioativa e os
futuros riscos envolvidos no uso de um novo farmaco. Apos a sintese de uma molécula
com possivel atividade biolégica sdo requeridos testes preliminares bem antes destas
serem avaliadas in vivo (THOMAS, 2003). Os testes de citotoxicidade s&do um desses
ensaios preliminares essenciais, que permite avaliar a toxicidade de novas moléculas.

Avaliar a bioatividade de compostos organicos ndo € uma das tarefas mais
faceis. Os laboratérios de quimica dispdem apenas de materiais destinados a parte
quimica, excluindo-se os aparatos que dao suporte aos testes biologicos. Geralmente
faz-se necessaria a parceria com biélogos ou farmacologistas para realizagdo desses
testes, contudo nem sempre essa parceira é possivel.

Essas dificuldades resultaram na busca de ensaios mais simples, porém
eficazes, a fim de suprir a grande demanda da quantidade de moléculas sintetizadas
ainda nao testadas frente a organismos vivos.

Organismos vivos mais simples, que nao necessitam de aparatos mais
elaborados, vem sendo bastante utilizados com intuito de realizar esses testes de uma
forma descomplicada e rapida, até mesmo dentro dos proprios laboratérios de quimica.

Um desses animais usados € um camarao de agua salgada, a Artemia salina.
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2.3 Bioensaios com Artemia salina

Os camarbes marinhos comecaram a ser utilizados em bioensaios ha varias
décadas e desde entdo vem sendo amplamente utilizados em testes de letalidade
(MICHAEL, THOMPSON & ABRAMOVITZ, 1956).

Os bioensaios de citotoxicidade com Artemia salina testam as moléculas
bioativas indicando a sua citotoxicidade. Esses testes também sdo indicadores de
moléculas com algumas atividades farmacoldgicas, como: anticancerigenas, antivirais,
inseticidas, pesticidas, etc (ZAHAN et al., 2004).

O método de monitoramento de toxicidade empregado utilizando
microcrustaceos de agua salgada, como o utilizando A. salina, € um teste rapido, de
baixo custo e uma eficiente ferramenta para avaliar as atividades citotoxicas de
substancias quimicas em bioensaios (MEYER et al., 1982; MILANI & ZIOLLI, 2007;
MILANI & ZIOLLI, 2008). Tais testes requerem uma baixa quantidade da amostra (2-20
mg), nao necessitam de métodos de assepsia, nem de equipamentos especiais
(SIQUEIRA et al., 1998).

Outras vantagens sao:

- Esses ensaios permitem o uso de um amplo numero de animais, que resultam
numa melhor validagéo estatistica (MCLAUGHLIN, ROGERS & ANDERSON, 1998);

- Nao existe objecdo em relacdo a bioética, j3a que esses animais s&o
invertebrados (GUL, 2005);

- Sua capacidade de formagao de cistos dormentes é bastante eficaz para o seu
armazenamento, pois o material biolégico pode ser guardado por anos, dispensando as
culturas continuas de organismo-teste. (CALDWELL, BENTLEY & OLIVE, 2003; LIMA
et al., 2009).

Foram considerados seguros e praticos para auxiliar na investigacdo da
bioatividade de compostos sintéticos e apresentam uma boa correlacdo com testes de
atividade antitumoral (CARBALLO et al., 2002), inseticida (MEYER et al., 1982;
MCLAUGHLIN, ROGERS & ANDERSON, 1998) e anti-Trypanosoma cruzi (ALVES et
al., 2000) para substancias que possuem o0 CLsy < 1000 pg/mL (ALMEIDA et al., 2002
apud SILVA et al., 2007).
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Mclaughlin, Rogers e Anderson (1998) afirmam que os testes com artémias
podem ser usados primeiramente para analisar a citotoxicidade de novos compostos, e
permitem obter os valores de EDs5q (dose efetiva a 50%) que geralmente sdo 1/10 dos
valores de CLsp avaliados nos testes com A. salina.

Estes microcrustaceos ja foram largamente utilizados como modelos animais
para determinar a taxa de mortalidade de diversas substancias quimicas sintéticas
(CAVALCANTE et al., 2000; IQBAL et al., 2007;) e/ou extraidas de fontes naturais, seja
de plantas superiores (PADMAJA et al., 2002; URREA-BULLA, SUAREZ & MORENO-
MURILLO, 2004; CUADRA et al, 2005; SANTOS et al, 2007;) ou de algas
(CALDWELL, BENTLEY & OLIVE, 2003). Além de serem usados também em testes de
ecotoxicologia (NUNES et al., 2006).

O Instituto Nacional de Céancer dos Estados Unidos (NCI, USA) afirmou que
existe uma correlagdo entre os bioensaios com artémias e os testes in vitro de inibigao
do crescimento de células tumorais sdlidas, demonstrando assim a importancia do valor
dos testes com A. salina como um teste preliminar que define possiveis drogas
antitumorais. (ANDERSON et al, 1991 apud SILVA et al., 2007).

Os testes com artémias sao ensaios intermediarios aos testes com antitumorais,
que s&o mais caros e necessitam de mais tempo de teste (GUL, 2005).

Carballo et al. (2002) relatam testes realizados com Artemia sp. que detectaram
cerca de 50% da atividade de espécies de produtos naturais marinhos que sao
consideradas ativas contra carcinomas humanos no pulmao e cdélon. Mclaughlin,
Rogers e Anderson (1995) afirmam que existe uma correlagdo boa entre os testes com
artémias e a atividade citotoxica em alguns tumores humanos sodlidos. Ferraz et al.
(2009) observam em seus estudos que os testes de DLy (dose letal a 50%) realizados
com A. salina permitem selecionar as moléculas que tem um baixo DLsy, € que assim
podem possuir propriedades antineoplasicas.

Meyer et al. (1982) foi um dos primeiros pesquisadores a padronizar o método
que utiliza as artémias em testes de citotoxicidade, e esse método vem sofrendo
pequenas adaptagdes ao longo do tempo. Tal método utiliza o método estatistico
PROBIT (FINNEY, 1974) e o principal parametro avaliado é a porcentagem de animais

mortos e vivos em cada uma das doses testadas.
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Métodos estatisticos que utilizam a regressdo sao particularmente usados em
estudos onde ha variaveis dicotdmicas. Estes vém sendo aplicados em pesquisas na
biologia e medicina. Um desses métodos é o PROBIT, que € um método de regressao
linear que permite determinar através de uma simples equacgao do primeiro grau a DLsg
(LEMONTE & VANEGAS, 2005).

O facil monitoramento da resposta biologica (vida ou morte), a facil preparagao
do aparato e a rapidez dos ensaios foram alguns dos principais motivos que levaram as

artémias a serem grandes atuantes no campo da determinagao da citotoxicidade.

2.4. Quimica medicinal e a sintese quimica

A descoberta de novos farmacos € uma tarefa ardua e demorada. A quimica
medicinal € uma area promissora no desenho, na descoberta e no desenvolvimento
dessas novas entidades quimicas candidatas a farmacos (THOMAS, 2003).

Muitos grupos de pesquisa, multidisciplinares (bidlogos, farmacéuticos, medicos,
toxicologistas, microbiologista, entre outros) vém expandindo suas pesquisas na sintese
de novas moléculas com potencial biolégico e como futuras candidatas a farmacos,
proporcionando, possiveis curas para diversas enfermidades que acometem nossa
civilizagdo (THOMAS, 2003).

O avango da sintese organica de novas moléculas veio com a caréncia da
producédo de novos farmacos com uma toxicidade menor daqueles compostos advindos
da natureza. Os novos compostos podem ser modificacbes de modelos de moléculas
naturais, como a benzocaina e procaina originadas da cocaina (THOMAS, 2003).

Além de elaborar estratégias de sintese de novas moléculas potencialmente
bioativas, é necessario confirmar se aquela molécula inicialmente proposta corresponde
aquela sintetizada. A quimica orgénica conta com métodos que auxiliam na
caracterizacdo desses compostos sintetizados, que sdao nomeados de métodos
espectroscopicos, e sao ferramentas muito Uteis na elucidacao e confirmacdo de uma
estrutura molecular. E importante conhecer a estrutura da molécula obtida, pois, assim

podemos definir sua reatividade, propriedades fisicas e sua atividade biolégica.
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As técnicas mais utilizadas pelos pesquisadores da area sao: espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa (MS) e espectroscopia
de infravermelho (IV) (SOLOMONS & FRYHLE, 2005).

2.5. Importancia biolégica de derivados de heterociclos tiofénicos

O anel tiofénico € um importante heterociclo existente em diversas moléculas
com atividades biolégicas presentes em diversas drogas de origem natural e sintética
(PUTEROVA, KRUTOSIKOVA & VEGH, 2009).

A atividade antibacteriana de tiofenos (HARRINGTON, MOORE & GERSTER,
1972) foi comprovada em derivados do fenil-(2,3,5-trimetil-benzo[b]tiofeno-6-il)-amino (I)
(FERREIRA et al., 2004) e em 3-fenilamino-benzo[b]tiofeno-2-acido carboxilico-etil-ester
(I (PINTO et al., 2008) (figura 2).

R1 RZ
R
2 \ HN
Ri ” S \ CO,Et
S
Rs=H e OMe ) R,=H, OHe OMe (m
R,=He OMe R,=H, OH e OMe

Figura 2. Derivados com atividades antibacterianas e antifungicas.

Ferreira et al. (2004) e Pinto et al. (2008) relataram também o potencial
antifungico de derivados tiofénicos como o benzo[b]tiofeno-3-il-piridina-3-il-amina
(Figura 3).
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vl

Figura 3. Derivado com atividade antifiingica.

Dentre os heterociclos tiofénicos, destacam-se os compostos 2-aminotiofeno,
que tém sido bastante relatados nos estudos de investigagdo de novas drogas,
principalmente depois das inovagbes da rota de sintese da reagdo de Gewald
(PUTEROVA, KRUTOSIKOVA & VEGH, 2009).

Karl Gewald foi um quimico alemao que revolucionou a sintese de tiofenos ao
inovar com a sintese multicomponentes que fornece 2-aminotiofenos. Nos anos de
1965 e 1966, Gewald sintetizou 2-aminotiofenos através da reagdo entre compostos
carbonilicos (aldeidos e cetonas), nitrilas ativadas e enxofre em presenca de aminas
secundarias sob temperatura ambiente (Esquema 1) (GEWALD, 1965; GEWALD,
SCHINKE & BOTTCHER, 1966; HUANG & DOMLING, 2011).

O Z

CN Morfolina / \
+ + S

Etanol NH (CHy)
(CHy)n CN 2 s

\j

Z =CN, COOR, CONHR

Esquema 1. Exemplo de uma sintese de Gewald para obtengao de 2-amino-tiofenos

substituidos.

A reacdo de Gewald vem constantemente sofrendo variacbes e o proéprio

inventor em 1988 ja descrevia 4 diferentes variagoes (Gewald et al., 1988). Atualmente
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cerca de 15 modificagbes sdo descritas (GRONOWITZ & HORNFELDT, 2004 apud
PUTEROVA, KRUTOSIKOVA & VEGH, 2009).

Os compostos sintetizados através da reagcao de Gewald, utilizando como base
os 2-amino-tiofenos (Figura 4), sdo importantes intermediarios da sintese de compostos
farmacologicamente ativos (CHAKRABARTI et al.,, 1980; CHAKRABARTI, J. K
HOTTEN, T. M.; TUPPER, D. E., 1993; CALLIGARO et al., 1998). Tais compostos vem
sendo cada vez mais introduzidos no grupo de compostos com atividade farmacolégica
(HUANG & DOMLING, 2011), como por exemplo, o caso da substituicao do grupo fenila
(presente em farmacos ativos) pelo anel tiofénico (PUTEROVA, KRUTOSIKOVA &
VEGH, 2009).

Estas moléculas sao relatadas com as seguintes atividades na literatura:

e Potenciadores  alostéricos no receptor da  Adenosina A1
(NIKOLAKOPOQULOS et al., 2006; BARALDI et al., 2006) (Figura 4);

S NH, S NH,

(U] (ny

R=H, 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 3,4-di-Cl, 4-CH3, 3-CF3, 4-CF3, 4-NO,, 4-CO,-
H, etc.

Figura 4. Derivados 2-aminotiofénicos como potenciadores alostéricos no receptor da
Adenosina A1 (1 e Il).

e |nibidores da elastase leococitaria humana (HLE) (GUSTSCHOW &
NEUMANN, 1999);

e Como intermediarios de uma sintese mais econ6mica e rapida de 3-
diazatiamino (HAWSKEY, GRIFFIN & LEEPER, 2001) (Figura 5);
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EtO,C

/A

NH2 S

OAc

Figura 5. Derivado intermediario na sintese do 3-diazatiamino.

e Agentes antineoplasicos (KOEBEL et al., 1975 apud PUTEROVA,
KRUTOSIKOVA & VEGH, 2009) (Figura 6);

R1 R']

/ /

R
2 S

I—=

) (I

Ry = R, =Me, Ry =Ph, R, = Me, R = benzoila ou tosila.
Figura 6. Derivado antineoplasico.
e |nibidores da protease de herpes em células infectadas com HSV-2

(JARVEST et al, 1997 e 1999 apud PUTEROVA, KRUTOSIKOVA &
VEGH, 2009) (Figura 7);
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(0]

/\N/

R =H, 2-Cl, 2-Br, 2-Me, 2-NO,, 2-EtO, 4-CHO

Figura 7. Derivado inibidor de herpes.

Atividades antibacteriana contra S. aureus e S. epiddermidis (derivado
também testado a citotoxicidade contra S. aureus resistente a rifampicina)
(ARHIN et al, 2006);

Antagonistas de receptores de glucagon hepaticos humanos (DUFFY et
al., 2005).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar novas moléculas derivados do 2-amino-5,6,7,8-tetraidro-
4 H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila e avaliar sua citotoxicidade através de bioensaios

utilizando Artemia salina.

3.2. Objetivos Especificos

Sintetizar e purificar os novos compostos.
o Promover a caracterizagao fisico-quimica e a comprovacao estrutural dos

derivados através de diferentes técnicas espectroscopicas e espectrométricas.

Avaliar a citotoxicidade dos compostos em bioensaios utilizando Artemia salina

através do calculo da CLs (concentracao letal a 50%).

Obter os valores de EDsg (dose efetiva a 50%) a partir da CLsp (concentracéo
letal a 50%).



4. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Reagentes e solventes

e Cicloheptanona

e Enxofre

e Malononitrila

e Morfolina

e Benzaldeido

e 4-Bromo-benzaldeido

e 4-Dietilamina-benzaldeido

e 2,3-Dicloro-benzaldeido

e 2,4-Dicloro-benzaldeido

e 3,4,5-Trimetoxi-benzaldeido
e 2,6-Dicloro-benzaldeido

e 3,4-Dicloro-benzaldeido

e 5-Bromo-2-metoxi-benzaldeido
e 4-Nitro-benzaldeido

e 4-Cloro-benzaldeido

e 4-Metoxi-benzaldeido

e 4-Fluor-benzaldeido

e p-Tolualdeido
Solventes
e Acetato de etila

e Acido acético glacial

e Cloroférmio deuterado

28
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e Dimetilsulfoxido (DMSO)

e Etanol
e Hexano
e Metanol

e Tween 20

e Tween 80

Equipamentos

e Ponto de Fusao - Micro quimica modelo MQAPF-302

e Balanca - OHAUS modelo Adventurer

e |.V. - Espectrofotbmetro modelo IRPrestige-21

e R.M.N. — Espectrofotometro Varian Mercury/200 MHz, Varian VNMRS/400
MHz e FT-NMR 60 MHz - ANASAZI

e Banho de ultra-som UNIQUE - Modelo ULTRA CLEANER 1400A

e Espectro de massas - As medidas das massas exatas dos ions moleculares

foram obtidas em um Eletrospray Shimadzu LC/MS-IT-TOF em modo positivo.

Softwares

¢ R.M.N. - MestReC 4.8.6.0.
e |V.-0rigin 6.0

e Excel —Windowns 7

Cromatografia

Para a realizacdo das cromatografias analiticas em camada delgada foram
utilizadas as placas Fluka silica gel 60 F254, de 0,20mm de espessura. As revelagdes
das mesmas foram feitas sob a luz ultravioleta (254 ou 366 nm). Nos sistemas para

eluicdo foram utilizados solventes com especificagdes P.A.
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4.1 Parte quimica
4.1.1 Sintese dos novos compostos

4111 Obtengcdo do composto de partida (2-amino-5,6,7,8-tetraidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CN)

O composto de partida 2-amino-5,6,7,8-tetraidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (1) (7CN) (Esquema 2) foi obtido através da reacao de Gewald. Tal reagao
ocorreu através da condensagdo multicomponente entre uma cetona ciclica
(cicloheptanona) com um composto metileno ativo (malononitrila) em meio basico

(morfolina) e enxofre elementar.

O
NC
CN Morfolina / \
+ < + S
CN Etanol NH, S

(1)
Esquema 2. Obtengao do 2-amino-5,6,7,8-tetraidro-4 H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (7CN).

\j

4.1.1.1.1 Procedimento experimental

Em baldo de fundo redondo foram colocados para reagir, sob banho de gelo
quantidades equimolares de cicloheptanona (85mmol), enxofre (85mmol) e
malononitrila (85 mmol) e 0,6 equivalente de morfolina que foi adicionado lentamente
gota a gota. Apds a adigao da base, a reagao aconteceu a temperatura ambiente. Apos
constatado término da reagao por cromatografia em camada delgada (2h) o baldo foi

colocado em freezer.

A purificagdo do composto 7CN foi inicialmente através da filtracdo dos cristais e
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lavagem com etanol gelado, obtendo os primeiros cristais. O liquido resultante da
filtragdo (agua-mée) foi colocado no freezer para segunda precipitagdo. Os novos
cristais foram retirados do freezer e lavados com etanol. Apds essa segunda filtragdo, o
liquido resultante foi evaporado, e os terceiros cristais lavados com etanol gelado

seguido de agua destilada.

Para os cristais mais impuros, foi realizada também uma recristalizagao,
inicialmente dissolvendo os cristais com etanol quente e depois filtrando esse liquido,
removendo alguma impureza insoluvel no meio. Logo apods, este liquido foi
resfriado lentamente, formando cristais puros, que foram filtrados e lavados com etanol

gelado.

4.1.1.2 Obtencao dos compostos finais

A partir do composto (1) (7CN) foram sintetizados quatorze novos compostos
derivados tiofénicos da série 2-(amino-arilideno)-5,6,7,8-tetraidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila. Os novos derivados foram originados de reagdes de
substituicdo na fungédo 2-amino de (1), condensando nessa fungéo diferentes aldeidos

aromaticos, resultando em iminas (2) (Esquema 3).

NG

/ \ ~ o —HC= / \

Etanol S
Acido acético
(2)

Esquema 3. Rota de obtengdo dos novos derivados 2-(amino-arilideno)-5,6,7,8-tetraidro-4H-

ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (2).
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4.1.1.2.1 Procedimento experimental

O procedimento reacional foi o mesmo para os quatorze derivados. Em balédo de
fundo redondo, sob temperatura ambiente e sob agitacdo magnética, foram colocados
os reagentes em quantidades equimolares, da reagdo: 7CN (2,604 mmol), aldeido
(2,604mmol), etanol (5 a 8mL) e acido acético (0,25mL a 0,5mL). Apds constatado
término da reagao por cromatografia em camada delgada, foi adicionado agua destilada
ao baldo (20mL), e o precipitado formado foi filtrado (filtragdo a vacuo em kitassato ou
em funil simples e papel de filtro) e lavado consecutivas vezes com agua destilada. A
massa solida formada foi posta em dessecador até atingir uma massa constante.

Foram utilizados quatorze aldeidos para obtencdo dessa série, que estéo

listados na tabela 1.



Tabela 1. Novos derivados e seus respectivos aldeidos.
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Derivado Nomenclatura IUPAC Aldeido substituido
2-[(benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H-ciclohepta[b]tiofeno-
7CNO1 Benzaldeido
3-carbonitrila
2-[(4-bromo-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
7CNO2 4-bromo-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
7CNO3 2-[(4-dietilamino-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4H- 4-dietilamino-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila benzaldeido
2-[(2,3-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H- .
7CNO04 2,3- dicloro-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
2-[(2,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4H- ]
7CNO05 2,4-dicloro-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
7CNO6 2-[(3,4,5-trimetdxi-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4H- 3,4,5-trimetoxi-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila benzaldeido
2-[(2,6-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4H- ]
7CNO7 2,6-dicloro-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4H- ]
7CNO8 3,4-dicloro-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
7CN09 2-[(5-bromo-2-metodxi-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H- 5-bromo-2-metéxi-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila benzaldeido
2-[(4-nitro-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
7CN10 4-nitro-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
2-[(4-cloro-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
7CN11 4-cloro-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
2-[(4-metodxi-benzilideno)-aminol-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
7CN12 4-metoéxi-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
2-[(4-fluor-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
7CN13 4-fluor-benzaldeido
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
2-[(4-metil-benzilideno)-amino]-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
7CN14 p-tolualdeido

ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila
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4.1.2 Caracterizagao e comprovacgao estrutural dos novos compostos

ApOs a sintese, os compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas
determinadas, sendo estas: aparéncia, solubilidade, calculo do fator de retencéo (Ry),
faixa de fusédo, assim como os calculos dos rendimentos.

As moléculas sintetizadas também tiveram suas estruturas comprovadas através
dos métodos fisico-quimicos, que incluiram: espectroscopia de infravermelho (1.V.),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e algumas
dessas moléculas também foram comprovadas através de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de carbono (RMN °C) e espectrometria de massas
(EM).

4.2 Parte biolégica
4.2.1 Ensaios de citotoxicidade

O teste de letalidade frente a Artemia salina Leach foi realizado através do
método descrito por Meyer et al. (1982) com modificagdes, de forma a permitir a

avaliacdo das moléculas derivadas do anel tiofeno de interesse.
4.2.1.1 Preparacao de aparato e eclosao dos cistos de A. salina

Para a realizagdo do experimento foi preparado um aquario retangular (20cm
comprimento x 11cm largura x 13cm altura), contendo uma tela divisoria com poros de 2
mm. Um dos lados desse aquario foi coberto e protegido da luz e o outro lado possuia
uma lampada (luz artificial) presa por um suporte. Esse recipiente foi completado com
uma solugdo salina sintética (marca Real Sea®) na concentracdo de 1Kg para 30L,
indicada no rétulo.

Esse sistema foi abundantemente oxigenado com auxilio de uma bomba de ar,

para acelerar o processo de eclosao dos cistos. O sistema foi submetido a temperatura
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ambiente (28-32°C) até o periodo de eclosdo das larvas, o qual se completou apds
cerca de 24/48 horas do inicio do experimento.

Para eclosédo dos cistos, uma quantidade em gramas, cerca de uma colher de
cha, de cistos de Artemia salina Leach (adquiridos comercialmente) foram adicionados
no lado protegido da luz do aquario. Sob um sistema aerado, os cistos se desenvolvem,
em uma media de 24 a 48h, e eclodem, passando para a fase de nauplio. Apos esse
periodo, os nauplios por apresentarem fototropismo, atravessaram a tela, sendo
atraidos pelo lado iluminado do aquario.

Os nauplios foram retirados do aquario e levados para realizagao imediata dos

ensaios de citotoxicidade.

4.2.1.2 Preparacao das amostras

Os derivados de tiofeno selecionados para realizacdo dos testes foram pesados
analiticamente, cada um com uma massa de 50 mg, e a partir de cada um deles, foram
preparadas solugbes estoques numa concentragao final de 10.000 pg/mL. Os
compostos, sob a forma de po, foram misturados a um tensoativo gs para formar uma
pasta, com a finalidade de melhorar solubilidade destes em meio aquoso.

Antes de escolher o tensoativo para ser utilizado nas amostras, foi realizado um
teste de solubilidade preliminar em agua, utilizando o composto de partida (7CN) e
diversos coadjuvantes (tensoativos e solventes orgénicos polares) para avaliar qual
traria maiores beneficios (solubilizaria melhor os compostos) quanto a solubilidade. O
teste de solubilidade teve trés concentracgdes:

e Concentracéo 1: 5 mL de agua marinha + 0,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO);
e Concentracéo 2: 5 mL de agua marinha + 0,5 mL de TWEEN 80;
e Concentragcao 3: 5 mL de agua marinha +0,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) +

0,05mL de TWEEN 80.

O tensoativo escolhido para a realizacado dos testes foi o TWEEN 20.

As substancias, ja solubilizadas em Tween 20, foram dissolvidas em um volume

suficiente de agua salina até completar o volume de 5 mL. Esta se caracterizou como a
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solugdo-mae com concentragdo final de 10.000 pg/mL. Partindo desta solugdo-mae,
foram feitas outras solugdes, através de dissolugdes seriadas para as concentragcdes
utilizadas nos testes (1000, 100, 10, 1 e 0,1 yg/mL), retirando sempre uma aliquota de
0,5ml da solugao anterior (previamente colocada em ultrassom por um periodo de 15
minutos) e completando com o volume de 4,5mL de agua salina. Depois de preparadas,
as solugdes foram imediatamente utilizadas nos testes.

Além das concentragdes padrdes anteriormente definidas, foram ensaiadas, em
alguns compostos, concentragdes intermediarias com a finalidade de melhor determinar

a CLsp do composto em questao.

4.2.1.3 Avaliagao da atividade bioldgica

Para realizacdo dos bioensaios, foram separados dez nauplios de Artemia salina
recém eclodidos, com o auxilio de pipeta Pasteur, de acordo com procedimento do item
anterior, e estes foram adicionados a tubos de ensaio.

Em cada um dos tubos foi adicionado um volume de 0,5ml de cada solugcao
estoque de cada um dos derivados e logo apés foi acrescentando um volume de agua
salina sintética até chegar num volume final de 5mL, de forma que os compostos
ensaiados ficassem dissolvidos em 5 diferentes concentragdes padrbes (1000 pg/mL,
100 pg/mL 10 pg/mL, 1 yg/mL e 0,1 pg/mL).

Também foi utilizado um tubo controle negativo, contendo apenas o solvente
utilizado (TWEEN 20) para dissolver os compostos, agua salina e os 10 nauplios.

O controle sera usado para se certificarmos que a mortalidade dos nauplios sera
resultante da toxicidade dos compostos e nédo devido a falta de alimentagcdo ou outros
fatores (CARBALLO et al., 2002).

Todos os testes (tubos), com cada uma das doses testadas foram realizados em
quintuplicata e apds o periodo de observagdo (24 horas) foram contabilizados, o
numero de nauplios mortos e vivos em cada tubo com auxilio de uma lupa. A
determinacido da vida ou morte dos animais foi através da verificagcao visual de suas
mobilidades. Nauplios imdveis ou sem mobilidade foram considerados mortos
(MICHAEL, THOMPSON & ABRAMOVITZ, 1956).
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4.2.1.4 Analise dos dados

Os resultados foram analisados estatisticamente (para cada um dos compostos
testados) determinando-se a média da porcentagem de mortes em cada uma das
doses, e através de regressao linear foi determinada a CLso (concentragao letal média),
através do método estatistico PROBIT.

A CLso representa a concentragado do composto que tem capacidade de reduzir o
populagdo total de nauplios em 50% (ARIFUZZAMAN, KANDAHARY & ISLAM, 2009).

O programa Microsoft Office Excel foi utilizado como suporte para as analises
PROBIT.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parte quimica
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A tabela 2 apresenta as principais caracteristicas fisico-quimicas dos compostos

da série sintetizada.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados.

Composto | Aparéncia e cor R(:;‘;' PF (°C) Rf F.M. PM
o
7CN P6 marrom claro 55,8 115,2-124,2 0,44° C1oH12N2S 192
7CNO1 P6 amarelo 57,7 132,5-134 0,77° Cy7H1gN2S 280
7CNO02 P6 amarelo 90,4 149-151 0,73° C17H1sN,SBr 359
7CNO3 P¢ alaranjado 96,4 169,2-170,7 0,84° C1gH21N3S 323
7CNo4 P6 amarelo 87,3 204 - 206,15 0,8° Cy7H14N,SCl, | 349
7CNO5 P6 amarelo 99 176 — 178 0,52° Cy7H14N,SCl, | 349
7CNO6 P6 amarelo 97 139 — 141 0,41° C20H2303N,S 370
7CNoO7 P6 amarelo claro 85,4 151,5-151,8 0,66° Cy7H14N,SCl, | 349
7CNoO8 P6 amarelo claro 96,1 195-199 0,53° Cy7H14N,SCl, | 349
7CNO9 P6 amarelo 94,3 178,5-179 0,53° C1sH17N,SBr 389
7CN10 P6 alaranjado 93 145-149 0,48° Cy7H1502N3S8 309
7CN11 P6 amarelo 95,3 139-141 0,82° C17/H1sNoSCI | 314,5
7CN12 P6 amarelo 99 106-110 0,74° C1gH1sON,S 310
7CN13 P6 amarelo 73 160-162,5 0,63° C47H15N,SF 298
7CN14 P6 amarelo 92,3 118-122 0,66° C1gH1gN2S 294

LEGENDA: P.F. — Ponto de fusédo; R; — Fator de retencao(solventes hexano:acetato de etila nas

concentragdes: a)9:1, b)8:2, ¢)7:3); PM — Peso molecular.

Como podem ser observados na tabela 2, os rendimentos das reacbes de

obtencdo dos compostos foram satisfatorios, variando entre 55,8 a 99%, o que

demonstra uma grande viabilidade da rota utilizada, associado a uma grande facilidade

de purificagdo, que foi realizada apenas por filtragdo e lavagem com agua destilada dos

precipitados obtidos.
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A faixa de fusdo dos compostos, também foi pequena, oscilando entre 0,3°C a
4°C, (excetuando-se pelo 7CN (1) que possui uma faixa de fusdo de 9°C), indicando
que a estratégia de purificagao foi suficiente e adequada.

Todos os compostos foram obtidos sob forma de pé amorfo, com coloragéo
caracteristica, da maior parte dos produtos foi, amarelo, tendo oscilacbes entre o
amarelo a marrom e laranja.

Os compostos também foram submetidos a técnicas espectroscopicas para a
comprovacao de suas estrutura. Sendo estas: espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e 'C, espectroscopia de infravermelho (IV) e
espectrometria de massa (MS).

O RMN é um método que consiste na submissao dos compostos estudados a um
campo magnético forte, onde tais moléculas irdo absorver energia através de nucleos
de 'H ou °C, e resultando em espectros caracteristicos (SOLOMONS & FRYHLE,
2005).

A técnica de IV tem como resultado um espectro que caracteriza toda a
molécula, tendo seus grupos em bandas e frequéncias caracteristicas (SILVERSTEIN,
WEBSTER & KIEMLE, 2006).

A espectrometria de massa nao utiliza radiagdo magnética. Esta técnica resulta
em espectros com massas de ions que estdo relacionados ao peso atbmico da
molécula usada ou aos fragmentos da molécula caracteristicos (SOLOMONS &
FRYHLE, 2005).

Os dados resultantes das caracterizagbes das moléculas estdo descritos nas
tabelas 3 (IV), tabela 4 (RMN 'H), tabela 5 (RMN *C) e tabela 6 (MS). Cada uma
dessas técnicas, respectivamente, estda exemplificada através de um espectro (Figuras
8,9,10e 11).

As absorgodes, do IV, em compostos aromaticos monossubstituidos ocorrem em
600-800 cm™ (forte intensidade); aromaticos orto-dissubstituidos ocorrem em 600 — 800
cm™ (intensidade forte) e 1000-1200 cm™ (intensidade média); aromaticos para-
substituidos aparecem em 800-1000 cm™ (com intensidade forte) e em 1000-1200 cm™
(com intensidade média). (SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2006).
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As nitrilas (R-CN) (presentes em todos compostos) tem a caracteristica da tripla
ligacdo que tem uma absorcdo de fraca a média. Esta ligacdo ocorre na faixa de
freqiiéncia de 2200-2400 cm™ (intensidade média) (SILVERSTEIN, WEBSTER &
KIEMLE, 2006). A ligagdo C-H alquila aparece em 2853-2962 cm™', com intensidade de
média a forte (SOLOMONS & FRYHLE, 2005).

As ligagbes das aminas primarias alifaticas (N-Hz) ocorrem com média e fraca
intensidade em 3200-3600 cm™. No espectro de IV do composto 7CN observamos a
ligagdo da amina em 3442-3207 cm™ (Tabela 3). Quanto aos grupos halogénios, os
estiramentos C-Cl ocorrem com intensidade forte em 600-800 cm™. Os estiramentos C-
Br ocorre geralmente com intensidade forte de 600-800 cm™. As ligacdes do grupo nitro
(O-N-O) em compostos aromaticos aparecem com meédia intensidade em 1200-1400
cm™ e em forte intensidade em 1400-1600 cm™'(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE,
2006).

Tabela 3. Dados dos espectros de V.

COMPOSTO IV (KBr) (valores em cm™)

7CN 3442,3207 (NHj), 2926,2839 (CH alifatico), 2202 (CN),
7CNO1 3056,2845 (CH alifatico), 2220 (CN), 1569 (C=N)
7CNO02 2917,2850 (CH alifatico), 2225 (CN), 817 (CBr), 1585 (C=N)
7CNO3 2924,2844 (CH alifatico), 2216 (CN), 1579 (C=N)
7CNO04 2925,2846 (CH alifatico), 2223 (CN), 795 (CCl), 1588 (C=N)
7CNO05 2912 (CH alifatico), 2225 (CN), 821, 790 (CCl), 1577 (C=N)
7CNO06 2935 (CH alifatico), 2214 (CN), 1130,1330 (COC), 1570 (C=N)
7CNO7 2924 (CH alifatico), 2221 (CN), 779 (CCl), 1577 (C=N)
7CNO8 2931 (CH alifatico), 2221 (CN), 825 (CCl), 1546 (C=N)
7CNO09 2924 (CH alifatico), 2221 (CN), 1180,1269 (COC), 817 (CBr), 1579 (C=N)
7CN10 2927 (CH alifatico), 2360 (CN), 1338 (NO), 1597(C=N)
7CN11 2920,2851 (CH alifatico), 2225 (CN), 822 (CCl), 1561 (C=N)
7CN12 2923 (CH alifatico), 2216 (CN), 1164,1251 (COC), 1563 (C=N)
7CN13 2922,2847 (CH alifatico), 2219 (CN), 1220 (CF), 1579 (C=N)
7CN14 2912,2846 (CH alifatico), 2223 (CN), 1555 (C=N)
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Figura 8. Espectro de infravermelho do composto 7CNO1.

Nos espectros de RMN 'H, os hidrogénios pertencentes ao anel cicloheptano
aparecem como uma série de sinais (dois ou trés grupos de sinais, a depender da
resolugdo do aparelho utilizado) com deslocamentos quimicos entre 1,78 — 2,80 ppm
(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2006). Conforme a tabela 4, valores proximos a
esse foram encontrados nos espectros avaliados.

Os hidrogénios presentes nas aminas surgem na regiago © 1,0 a 5,0 ppm
(SOLOMONS & FRYHLE, 2005). Os hidrogénios da amina presente no composto 7CN
teve deslocamento quimico de 4,54 ppm.

A regido © 6,0 e 9,0 ppm é caracteristica dos hidrogénios dos aromaticos e
heteroaromaticos (SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2006).



Tabela 4. Dados dos espectros de RMN "H (8 em ppm).
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Comp. NH, Cicloheptano
b 2,53 (4H,m)
7CN 4,54 (2H, s) 1,69-1,74 (6H, m)
Comp. CH=N Aromaticos e substituintes Cicloheptano
b 7,87-8,08 (2H, m);
7CNO1” | 8,47 (1H, s) 2,76-2,92 (4H, m); 1,64-1,84 (6H,m)
7,45-7,56 (3H, m)
7CN02° | 8,40 (1H, s) 7,69-7,78 (2H, s; 2H, s) 2,80-2,93 (4H, m); 1,61-1,84 (6H, m)
7,84 (2H,d)J=9
7CN03° | 8,31(1H, s) 6,73 (2H,d)J=7,7 2,73 (4H, m); 1,64-1,82 (6H, m)
3,11 (6H, s)
b 8,19-8,35 (1H, m)
7CNO04" | 8,86 (1H, s) 2,74-2,89 (4H, m); 1,79 (6H, m)
7,40-7,68 (2H, m)
8,29 (1H,d), J = 8,6
a 2,78-2,85 (4H m); 1,85-1,90 (2H, m);
7CNO05" | 8,78 (1H, s) 7,44 (1H,d),J=2
1,64-1,75 (4H, m)
7,34 (1H, dd), J=2; J= 8,6
a 7,19 (2H, s) 2,73-,2,81 (4H, m); 1,61-1,71 (4H, m)
7CNO06” | 8,30 (1H,s)
3,92 (2 OCHjs, s); 3,90 (OCH3,s) 1,84-1,86 (2H, m)
a 7,39 (2H,d), J=7,2 2,80-2,85 (4H, m); 1,84-1,89 (2H, m)
7CNO7° | 8,77 (1H, s)
7,29 (1H,d), J=7,2 1,63-1,74 (4H, m)
7,97 (1H,d),J=1,8
a 2,76-2,82 (4H, m); 1,82-187 (2H, m)
7CNO8° | 8,30 (1H, s) 7,73 (1H,dd), J=1,8; J=8,4
1,64-1,72 (4H, m)
7,51 (1H,d), J=8,4
8,28 (1H,d), J=2,6
a 7,48 (1H,dd), J=2,6; J=9 2,73-2,81 (4H, m); 1,81-186 (2H, m)
7CNO09° | 8,74(1H, s)
6,78 (1H, d), J=8,8 1,61-1,71 (4H,m)
3,87 (OCHjs, s)
a 8,28 (2H, d), J= 8,8 2,78-2,82 (4H, m); 1,56-1,72 (4H, m)
7CN10 8,44(1H, s)
8,06 (2H,d), J=9 1,83-1,88 (2H,m)
a 7,83 (2H,d), J=8,4 2,73-2,81 (4H, m); 1,81-1,86 (2H, m)
7CN11° | 8,34 (1H, s)
7,40 (2H,d), J=84 1,66-1,71 (4H, m)
7,86 (2H,d), J=8,8
a 2,74-2,77 (4H, m); 1,78-1,86 (2H, m)
7CN12° | 8,33 (1H, s) 6,94 (2H, d), J=8,8
1,65-1,70 (4H, m)
3,85 (OCHjs, s),

4200 Hz, °60 Hz
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Figura 9. Espectro de RMN H' do composto 7CN09.

Através dos espectros de RMN "*C avaliados pode-se confirmar a quantidade de
carbonos presente em cada uma das moléculas. A quantidade de carbonos totais do
7CNO6 pode variar entre 17 e 19 carbonos, dependendo da absorgdo dos carbonos
homotdpicos da molécula. No espectro do 7CN06 foram encontrados um total de 17

carbonos. No espectro do 7CNO8 foram encontrados um total de 16 carbonos.

Tabela 5. Dados dos espectros de RMN ">C (CDCls, 100 MHz).

Deslocamentos quimicos (5 em ppm)
7CNO6 26,00-31,99; 56,25; 59,26; 106,23; 108,68; 115,04; 130,48; 135,88; 140,18; 141,57,
153,48; 157,48; 158,38.
7CNOS 26,98; 27,66; 29,05; 30,59; 31,87; 110,22; 114,67; 127,92; 130,45; 130,85; 133,36;
134,94; 136,35; 137,29; 140,49; 155,52.

Composto
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Figura 10. Espectro de RMN de C"* do composto 7CNO08.

Na tabela 6 observa-e que todos os compostos tiveram uma diferenca entre a
massa calculada e a massa encontrada de seus ions moleculares menor ou igual a 0,3,
dado que comprova a estrutura molecular dos compostos, € que demonstra que o ion

molecular é de fato um ion estavel.
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Tabela 6. Dados referentes as massas exatas dos ions moleculares. Valores obtidos e

calculados.
Composto Massa calculada Massa encontrada®

7CN 192,2817 193,0774*
7CNO1 280,3889 281,1089*
7CNO02 359,2851 359,0152
7CNO3 323,4567 324,1484*
7CNo04 349,2795 349,0304
7CN11 314,8342 315,0690*
7CN12 310,4149 311,1171*
7CN13 298,3794 299,0996*
7CN14 294,4155 295,1242*

*M + 1; ®ions moleculares encontrados com aparelho em modo positivo.

Processed by : Admin
Modified Date : 2/5/2011 14:45:10

CROMATOGRAMA DE iON¢S

MS Chromatogram
7 CN 1 C:\LabSolutions\Data\Central analitica\Data File\J0208-2.lcd
(x10,000,000)

19,452,908 o
! N
1 “\_Q’
1.00~
i z o TIC@1*1.0¢
| /e e o, L N
e, bty E e e TG
0.001 — — ———— T e
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 125 1.50 175

min

ESPECTRO DE MASSAS

MS Spectrum Graph

Peak#:1 Ret.Time:Averaged 0.473-0.500(Scan#:73-77)
BG Mode:Calc 0.247<->0.960(39<->147)
Mass Peaks:88 Base Peak:281.11(13061312) MS Stage:MS Polarity:Pos Segment1 - Event1 Precursor:----- Culoff: lonization Mod

100—— . i
281.1089

50 -

160.0293 180.5467 201.0601 223.9457 258.0509 Iy 300-98£L 325.1222  350.2124
: s a-alde : Sl - B PRl _odieilert

‘ ]
175 200 225 250 275 300 325 350 375
m/z

Figura 11. Espectro de Massa do composto 7CNO1.
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Através desses espectros, podemos comprovar a estrutura quimica dos
compostos assim como avaliar a sua pureza, demonstrando assim que a sintese

resultou nos produtos desejados.

5.2 Parte biolégica

Para realizagdo dos ensaios bioldgicos, os aquarios que foram utilizados como
aparatos para eclosao dos cistos de A. salina foram construidos e demonstraram serem
eficazes para tal tarefa. A agua do mar artificial foi preparada a partir do sal marinho
sintético, e apresentou-se como um 6timo meio de cultura para os nauplios de artemia.

Os cistos de artémias adquiridos foram testados inicialmente em relagcéo a sua
capacidade de eclodir, colocando uma quantidade de 1 grama de cistos no aparato com
500ml de agua salgada artificial. Quase todos cistos colocados eclodiram, evidenciando
que os tais cistos sdo uteis para os futuros experimentos.

Anteriormente a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade propriamente ditos, foi
necessaria a realizacao de adaptagdes do método proposto por Meyer e colaboradores
(1982) visto que, as moléculas desse trabalho apresentam caracteristica hidrofobica,
sendo, portanto insoluveis em agua, o que poderia inviabilizar o estudo.

Utilizou-se um tensoativo para solubilizar as moléculas sintetizadas em meio
aquoso. Antes da escolha deste, foram realizados teste com o composto 7CN,
tensoativos e solventes organicos polares (juntamente com agua marinha), a fim de
encontrar a melhor solugdo e substancia capaz de melhorar a solubilidade da amostra.

Os resultados encontrados com tais testes estao descritos no tabela 7.
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Tabela 7. Teste de solubilidade preliminar com o 7CN (1).

Composto 7CN

Concentragao Precipitagao Coloragao/aparéncia
c' Sim Esbranquicada
2 . Amarela clara
C Nao
transparente
c’ Sim Esbranquicada turva

C' DMSO e agua marinha; C> TWEEN 80 e agua marinha e C>; TWEEN 80, DMSO e agua

marinha.

Como visto na tabela 7, a solugdo que utilizava o TWEEN 80 (C?) foi a que
obteve melhor resultado. A partir do observado no ensaio de solubilidade do 7CN,
podemos inferir que a série apresenta pouca solubilidade, apenas sendo um pouco
mais soluvel com o tensoativo TWEEN 80.

Posteriormente, foi realizado o mesmo teste com o tensoativo TWEEN 20, e este
apresentou resultados ainda mais satisfatorios, quanto a solubilizacdo das amostras,
sendo assim usado como coadjuvante padrao nos testes subsequentes.

Apos a realizagdo dos ensaios, que em suma caracterizam-se pela exposicao
dos animais as diferentes concentragbes dos compostos com posterior contagem no
numero de animais vivos e mortos em cada tubo apds 24 horas, os dados obtidos foram
agrupados em tabelas, como esta exemplificado na tabela 8 pelos compostos 7CNO03,
7CNO09 e 7CN10.

Os dados usados para a confeccédo dos graficos de regresséao linear foram: a
concentragao testada, a porcentagem do numero de animais mortos em cada
concentragao, o logaritmo de cada concentracédo e o valor PROBIT relativo ao

percentual de animais mortos (valor retirado da tabela preconizada por FINNEY, 1947).
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Tabela 8. Dados dos testes com artémias com os compostos 7CN03, 7CN09 e 7CN10.

Concentracao Porcentagem de Log da
PROBIT
(ng/mL) nauplios mortos concentragao
7CNO3
1000 40 3 4,75
100 12 2 3,82
1 4 0 3,25
0,1 2 -1 2,95
7CNO09
1000 24 3 4,29
100 8 2 3,59
10 4 1 3,25
1 4 0 3,25
0,1 1 -1 2,67
7CN10
1000 100 3 8,09
200 94 2,30103 6,55
100 40 2 4,75
50 48 1,69897 4,95
10 1 1 2,67

Correlacionando os valores do PROBIT com o logaritmo das concentragdes,
tivemos como resultado um grafico de regressao linear para cada composto testado. A
seguir temos exemplares de alguns graficos resultantes para os compostos 7CN03,
7CNO09 e 7CN10. (Gréficos 1, 2 e 3).



Grafico 1. Grafico de regressao linear PROBIT para o composto 7CNO03.
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Grafico 2. Grafico de regresséo linear PROBIT para o composto 7CNOQ9.
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Grafico 3. Grafico de regressao linear do PROBIT para o composto 7CN10.
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Como visto nos graficos que se seguiram, os valores dos coeficientes de
linearidade (R?) apresentaram-se, em sua grande maioria das vezes, superiores a 0,9, 0
que indica uma forte correlacao entre as duas variaveis presentes no grafico (X log e Y
probit), e nos comprova que a linha de tendéncia nos graficos sao bastante confiaveis.

Observam-se também nos graficos de regressao linear a proximidade dos
pontos a linha de tendéncia, o que mostra um baixo desvio padrdo e uma boa
correlagao entre as variaveis estudadas.

Utilizando as equacgdes das retas geradas a partir dos graficos € possivel se
determinar o valor das CLsp, promovendo a substituicdo do valor de “Y” por 5, que
corresponde a dose onde obtém-se 50% de sobrevivéncia da populagédo. O
antilogaritmo do valor encontrado de “X” corresponde ao valor da CLso.

Calculados os valores de CLsg, foram elaborados graficos de barra comparando
os diversos grupos dentro na mesma série.

No grafico 4 temos todas as CLsy dos compostos da série, onde as barras azuis
representam aqueles compostos que obtiveram como ClLsy valores maiores que

1000ug/mL, e as barras vermelhas os valores reais menores que 1000ug/mL.
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Grafico 4. Comparacao de todas CLsy da série estudada.
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Dentre os compostos testados, apenas o 7CN, 7CNO02, 7CN10 e 7CN11
apresentaram CLsg inferiores a 1000ug/mL, e puderam ter os valores determinados com
exatidao, sendo respectivamente: 10,35, 789,49, 71,03 e 652,57 pg/mL.

No grafico 5 foram comparadas as citotoxicidades com o padrao de substituicdo
do benzilideno para os compostos finais. Os compostos foram separados em: grupos
sem substituicdo, monossubstituidos e dissubstituidos. As barras em vermelho
demonstram as CLsp < 1000 ug/mL, e as barras em verde sdo os compostos que
possuem ClLsg superiores a 1000 pyg/mL, onde: compostos sem substituicdo: 1 =
7CNO1; monossubstituidos: 2 = 7CN02, 3 = 7CNO03, 4 = 7CN10, 5=7CN11, 6 = 7CN12,
7 = 7CN13, 8 = 7CN14; dissubstituidos: 9 = 7CN04, 10 = 7CNO05, 11 = 7CNO06, 12 =
7CNO07, 13 = 7CNO08 e 14 = 7CNO09.
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Grafico 5. Grafico comparativo das CLsy entre os grupos: sem substituicdo, monossubstituidos

e os dissubstituidos.
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No grafico 5, observamos a prevaléncia das CLsy acima de 1000 ug/mL no grupo
dos composto dissubstituidos. Nos monossubstituidos, os compostos que possuiram
maiores toxicidades foram respectivamente: 7CN10 (71,03 pg/mL), 7CN11 (652,57
Mg/mL) e 7CNO2 (789,49 ug/mL), os demais se mostraram atoxicos ao teste com
artémias dentro das doses testadas.

A adicdo de grupamentos metila aumenta hidrofobicidade da molécula,
diminuindo a solubilidade em meio aquoso. Esta caracteristica aumenta a solubilidade
em membranas biolégicas (THOMAS, 2003). O composto 7CN014, que possui um
grupamento metila substituido no anel aromatico, atingiu uma CLsg maior que 1000
Mg/mL. Esse valor pode ser resultante de uma menor solubilidade em meio aquoso, e
consequente maior sobrevivéncia dos animais testados.

No grafico 6 comparamos todos os compostos que apresentavam o grupo

benzilideno substituido com atomos de cloro.
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Grafico 6. CLsy dos compostos substituidos no anel aromatico com atomos de cloro.
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Os compostos dissubstituidos com o atomo de cloro apresentaram CLs, atoxicos,
ou seja, valores superiores a 1000ug/mL, enquanto que o derivado 7CN11, que possui
uma monossubstituicdo com o cloro, apresentou valor de CLso de 652,57ug/mL, sendo
uma molécula mais toxica.

Os halogénios aumentam a hidrofobicidade dos compostos e consequente
melhoram a entrada da molécula em membranas biologicas (THOMAS, 2003). Os
compostos diclorados (7CN04, 7CN05, 7CNO7 e 7CNO08) apresentaram uma ClLsy >
1000 pg/mL. Uma hipotese que pode ser usada nesse caso € que com o aumento da
solubilidade em meio lipidico, essas moléculas n&o solubilizaram bem no meio aquoso
que se encontravam, dificultando assim a entrada nos organismos, matando poucos
individuos, e obtendo uma CLsp > 1000 pg/mL.

O Fluor é um atomo diferenciado dentre os halogénios. Ele tem a caracteristica
ser mais hidrofilico que os outros halogénios. Essa propriedade pode ser explicada
através da capacidade do fluor realizar ligagdes de pontes de hidrogénio com a agua,
sendo assim mais solvatado pela agua e, portanto o deixando mais hidrofilico. E
quando substitui-se um atomo de H por um de F, a molécula se torna mais hidrofébica
em relagdo ao hidrogénio, porém o F se torna mais hidrofilico em relagdo a outros
halogénios (WERMUTH, 2008).
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Essa hidrofilicidade facilita a dispersao da molécula, na qual ele esta inserido, em
meio aquoso, porem deve dificultar a entrada dessa molécula nas membranas
biolégicas. Esse fato deve ter influenciado a CLsp (> 1000 pg/mL) do composto 7CN13,
substituido com o radical fluor.

O composto 7CNO02, substituido também com um halogénio: o 4-bromo
apresentou, perfil de citotoxicidade semelhante ao derivado 4-cloro (7CN11), com CLso
inferior a 1000 ug/mL (789,49 ug/mL).

A outra molécula que apresentava substituicdo com atomo de bromo era a
7CNO9. Entretanto, a substituicdo concomitante com outro radical (metoxila) resultou
em um composto atoxico (CLsp > 1000 ug/mL), apesar do grupo metoxila, ja haver sido
relatado como grupamento tdxico para organismos aquaticos (SIR, 2011).

Também obtivemos os valores de EDsj através das CLsp encontradas. EDsp € a
dose efetiva que elimina 50% da populagdo de organismos testados. E importante
determina-la, pois essa dose determina a quantidade de droga maxima que pode ser
usada nos testes sem que mate os animais testados (JACOBI, 1975). A determinagao
da EDsg é util em estudos farmacoldgicos, correlacionando a dose da droga com a
resposta de vida do animal.

Estudos com A. salina demonstram que as drogas com os valores de CLs
inferiores a 1000 ug/mL podem ser futuras drogas antineoplasicas (FERRAZ et al.,
2009). A EDsy desses compostos com propriedades antitumorais podem ser
determinadas a partir de 1/10 desses valores de CLso (MCLAUGHLIN, ROGERS &
ANDERSON, 1998).

Os valores de EDsy foram estimados a partir de 1/10 dos valores de CLsg
resultantes dos testes com artémias (Tabela 9). Logo, para valores de CLsy, maiores que
1000 pg/mL, teremos uma dose efetiva a 50% (valores de EDsp) maiores que 100
Mg/mL. E, para aquelas moléculas que apresentaram valores de CLsg inferiores a 1000

Mg/mL, os valores de EDsg puderam ser determinados com exatidao.



Tabela 9. Valores obtidos de EDsq e os valores de CLsq dos compostos testados.

Composto Substituintes CLso (ng/mL) EDso (Mg/mL)

7CN - 10,35 1,035
7CNO1 H > 1000 > 100
7CNO2 4-Br 789,49 78,949
7CNO3 4- N(CHj3), > 1000 > 100
7CN04 2,3-Cl > 1000 > 100
7CNO5 2,4-Cl > 1000 > 100
7CNO6 3,4,5-OCHj4 > 1000 > 100
7CNO7 2,6-Cl > 1000 > 100
7CNO8 3,4-Cl > 1000 > 100
7CNO9 5-Br, 2-OCHj; > 1000 > 100
7CN10 4-NO, 71,03 7,103
7CN11 4-Cl 652,57 65,257
7CN12 4-OCHg > 1000 > 100
7CN13 4-F > 1000 > 100
7CN14 4-CHj; > 1000 > 100
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6. CONCLUSAO

Quinze moléculas foram sintetizadas com bons rendimentos (55,8% a 99%),
sendo a sua obtencdo através de métodos faceis, que néo exigiram purificagcoes
dificultosas, demonstrando-se assim uma série viavel.

Todos os compostos tiveram suas estruturas quimicas comprovadas através de
diferentes técnicas espectroscopicas e espectrométrica.

A série sintetizada apresentou pouca solubilidade em meio aquoso, necessitando
de um tensoativo capaz de solubiliza-la nos testes biolégicos. O TWEEN 80 e o
TWEEN 20 apresentaram um melhor poder de solubilizacdo, sendo o TWEEN 20 o
escolhido para ser usado nos testes com artémias.

Quanto os ensaios bioldgicos com artémias, a metodologia adaptada mostrou-se
apta e viavel para a realizagcado dos experimentos.

Os testes biolégicos foram 6timos avaliadores da citotoxicidade dos compostos,
tendo estes uma moderada a fraca toxicidade. Das quinze moléculas sintetizadas,
apenas quatro (7CN, 7CN02, 7CN10 e 7CN11) tiveram um indicativo de toxidez, com
CLsp menores que 1000 ug/mL. O composto de partida, 7CN, foi o composto que
obteve maior toxicidade, com CLsy de 10,35 pg/mL. As outras onze moléculas
obtiveram CLsp maiores que 1000 ug/mL, sendo assim consideradas atoxicas.

A partir dos valores determinados de CLsg, foi possivel a determinagdo da EDsg
dos compostos.
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ANEXO
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