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RESUMO

O uso indiscriminado de antibidticos e o aparecimento de cepas de microorganismos
multirresistentes justificam a necessidade pela busca constante de novas moléculas
terapeuticamente eficazes, com baixa toxicidade e maior especificidade que possam ser
utilizadas como alternativas terapéuticas para as infegdes fungicas e bacterianas. Nesse
contexto diversos derivados cicloalquil[b]tiofenos tem se mostrado ativos frente a
diversos microorganismos e a modificagdo molecular desses compostos pode gerar
compostos com atividade ainda mais pronunciada. Nesse contexto este trabalho buscou
sintetizar e  caracterizar novos  derivados  2-amino-4,5,6,7,8,9-hexaidro-
cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila para avaliagdo de seus potenciais antifungico e
antibacteriano. Os compostos foram sintetizados através de uma rota reacional
composta por duas etapas, iniciando pela reacdo de Gewald utilizando: cicloctanona,
malononitrila, enxofre elementar e morfolina em meio etandlico, seguido pela
condensacdo da porgdo 2-amino desse aducto com 11 diferentes aldeidos aromaticos
através de catalise acida. Os compostos foram caracterizados e tiveram suas estruturas
comprovadas por RMN *H e C e em seguida foram submetidos a um screening
antimicrobiano frente a cepas de Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em testes de
microdiluicdo a fim de se determinar as Concentragfes Inibitérias Minimas (CIM). Os
compostos foram obtidos em rendimentos variando de 19,6 - 65,6% e 0s espectros de
RMN confirmaram as estruturas propostas, evidenciando o sucesso do procedimento
sintético. A avaliacdo do potencial antimicrobiano mostrou que nenhum dos compostos
foi capaz de inibir os crescimentos bacterianos na maior concentracdo avaliada (1024
pg/mL), e que todos os compostos sdo capazes de inibir o crescimento de cepas de C.
albicans em diferentes concentragcbes com MICs variando de 512 - 1024 pg/mL para os

compostos menos ativos e MIC = 128 pug/mL, para 0s compostos mais ativos.

Palavras-Chave: Reacdo de Gewald, cicloocta[b]tiofeno, atividade antifungica,

atividade antibacteriana.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics and the emergence of multidrug-resistant strains of
microorganisms justify the need for the constant search for new therapeutically effective
molecules with low toxicity and greater specificity that can be used as alternative
treatments for fungal and bacterial infections. In this context many
cycloalkyl[b]thiophenes derivatives has been shown to be active against various
microorganisms and molecular modification of these compounds can generate
compounds with even more pronounced activity. In this context, the aim of this study
was to synthesize and characterize newl 2-amino-4,5,6,7,8,9-hexahydro-cycloocta
[b]thiophene-3-carbonitrile to evaluate their potential antifungal and antibacterial. The
compounds were synthesized through a route composed of two reaction steps, starting
by the Gewald reaction using: cicloctanona, malononitrila, elemental sulfur and
morpholine in ethanol medium, followed by the condensation of the 2-amino of this
adduct with 11 different aromatic aldehydes via acid catalysis . The compounds have
been characterized and verified by its *H and *C NMR and were then subjected to an
antimicrobial screening against Candida albicans strains, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa in broth
microdilution tests to determine their Minimum Inhibitory Concentrations (CIM). The
compounds were obtained in yields ranging from 19.6 to 65.6 % and NMR spectra
confirm the proposed structures, demonstrating the success of the synthetic procedure.
The evaluation of the antimicrobial activity showed that none of the compounds was
able to inhibit bacterial growth in the largest concentration evaluated (1024 mg/mL),
and all the compounds are able to inhibit the growth of C. albicans at different
concentrations with MICs ranging from 512 - 1024 mg/mL for less active and MIC =

128 mg/mL, for the most active compounds.

Keywords: Reaction Gewald, cycloocta[b]thiophene, antifungal, antibacterial activity.
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1. Introducéo

O uso constante e indiscriminado de antibidticos tem provocado uma série de
problemas dentre os quais se destacam o desequilibrio da ecologia humana e a
resisténcia microbiana. Isto abre o caminho para a evolugdo das pesquisas, visto que se
faz necesséria a busca por novos antibioticos que sejam eficazes (MOELLERING JR,
2000 apud ANTUNES et al., 2006). A resisténcia desses patdgenos pode ser atribuida a
sua mutagenicidade, intensificada pela a administracdo de maultiplos farmacos em
pacientes hospitalizados, por exemplo (VICINI et al., 2006).

Atualmente, tem-se aumentado a procura por farmacos mais eficazes e seguros,
que causem menores efeitos colaterais, proporcionando aos Seus usuarios menor
rejeicdo e maior sucesso nos tratamentos. Nesse contexto, a quimica organica medicinal
através do planejamento nacional de farmacos tem contribuido para a maior parte das
novas descobertas, observando-se um crescimento consideravel de compostos sintéticos
para uso medicinal, os quais tém sido empregados no combate as diversas doencas.

Uma estratégia eficaz e muito empregada nessa busca consiste na modificacdo
molecular de agentes antibacterianos preexistentes. Esse processo consiste na
modificacdo quimica de um composto matriz que possui estrutura quimica e atividades
bioldgicas bem conhecidas, mantendo seu grupo farmacoforico, para se obter compostos
analogos ou homdlogos, sem que haja perda das propriedades do composto matriz
(MONTANARI, 1995), ou seja, como a resisténcia consiste no reconhecimento da
estrutura do farmaco pelos microorganismos, realizar uma substituicdo ou adicdo de
algum grupamento quimico (Radical) em um antibidtico ja existente, pode garantir que
esse medicamento ndo seja mais reconhecido restaurando e potencializando seu efeito
(MADIGAN et al., 2010).

Sendo assim, a sintese de novos medicamentos vem sendo o foco de estudo dos
pesquisadores das areas de farmacia, quimica e biologia que buscam por novas
moléculas bioativas que possam atuar como antibioticos.

Para uma boa biodisponibilidade, a molécula ideal deve ser rapidamente
absorvida e distribuida no organismo, deve ser altamente seletiva em relagdo ao seu
alvo, deve ter uma poténcia elevada e um alto grau de eficicia terapéutica, para que seja
eficaz em doses baixas. A baixa solubilidade é um fator importante a ser considerado e
muitas vezes pode ser um entrave para que uma nova molécula possa ser comercializada
(CHUNG e FERREIRA, 1999).
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A pesquisa de novos farmacos envolve a concep¢do ou descoberta, que consiste
na identificacdo e caracterizacdo de novos alvos, enzimas ou receptores, sintese de
moléculas, sele¢cdo de moléculas novas para a realizacdo de testes in vitro e in vivo,
atividade bioldgica, e caracterizacdo fisico-quimica das ligacbes (PATERSON et al.,
2011).

Os compostos com maior destaque para a realizagcdo de modificagdes moleculares
sd80 0s compostos heterociclicos, os quais correspondem a 65% dos medicamentos
encontrados no mercado (BARREIRO & FRAGA, 2001).

Dentre eles, os derivados do tiofeno sdo dotados de grande atividade bioldgica,
como por exemplo, anti-inflamatéria (FAKHR et al., 2008), antitumoral
(DALLEMAGNE et al., 2003; NAIR & ABRAHAM, 1993), antimitético
(ROMAGNOLI et al., 2007), antibacteriana (WANG et al., 1975) e antiflngica
(REDDY K; REDDY; SWAMY, 2009). Outro derivados exibem uma forte inibicdo do
NHE-1 e eficicia cardioprotetoras (CHO et al., 2005 apud, DESAI et al., 2011),
nematocida (BAKKER et al., 1979 apud, MEOTTI et al., 2003), inseticidas (IYENGAR
et al., 1987 apud, MEOTTI et al., 2003), antibacteriano (MATSUURA et al., 1996
apud, MEOTT]I et al., 2003), antivirais (HUDSON et al., 1989 apud, MEOTT]I et al.,
2003) e atividade antioxidante (MALMSTROM et al., 2001 apud, MEOTTI et al.,
2003), entre outras.

Os heterociclos contendo enxofre estdo sendo visto de maneira ativa na pesquisa
da quimica farmacéutica. Hoje em dia, derivados de benzotiofeno em combinagdo com
outros sistemas ciclicos tém sido extensivamente utilizados em aplicacOes
farmacéuticas, tais como antialérgica (COONOR et al., 1992, apud ISLOOR et al,
2010), analgésico (WARDAKHANI et al, 2008, apud ISLOOR et al, 2010), anti-
inflamatério (MOHAMED et al, 2009, apud ISLOOR et al, 2010) e atividades ocular e
hipotensivas (GRARAN et al., 1989, apud ISLOOR et al., 2010). Raloxifeno, uma
droga baseada em benzo [b] tiofeno, foi aprovada pela Food and Drug Administration,
EUA, para a prevencdo e tratamento da osteoporose associada com a mulher na pos-
menopausa.

Além de elaborar estratégias de sintese de novas moléculas potencialmente
bioativas, é necessario confirmar se aquela molécula inicialmente proposta corresponde
aquela sintetizada. A quimica analitica conta com métodos que auxiliam na
caracterizagdo desses compostos sintetizados, que sdo nomeados de métodos

espectroscopicos, e sdo ferramentas muito Uteis na elucidacdo e confirmagdo de uma
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estrutura molecular. E importante conhecer a estrutura da molécula obtida, pois assim
podemos definir sua reatividade, propriedades fisicas e sua atividade bioldgica.

As técnicas mais utilizadas pelos pesquisadores da area sdo: espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massa (MS) e espectroscopia
de infravermelho (IV) (SOLOMONS & FRYHLE, 2005).

Apresentaremos do decorrer do trabalho, novos derivados do heterociclo tiofeno,
sendo estes sintetizados via reagdo de Gewald. Assim sendo demonstrado 0 mecanismo,
condicdes reacionais, a caracterizacdo fisico-quimica e espectroscopica desses

compostos, bem como a avaliacdo de sua atividade antimicrobiana.
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2. Referencial teorico

2.1 Tiofenos e seus Derivados

O tiofeno (Figura 1) consiste em um anel heterociclico aromatico pentagonal,
onde um carbono metilénico é substituido por um atomo de enxofre (ZHONGHAI,
2005).

Figura 1. Estrutura do tiofeno.

E um heterociclo m-elétron-excessivo. Favorece substituicio eletrofilica, a qual,
a metilacdo, tem lugar de preferéncia nas posigdes o, devido a eletronegatividade o
atomo de enxofre (RAJAPPA & NATEKAR, 1996). Em comparacdo com o dtomo de
oxigénio no furano, o atomo de enxofre no tiofeno tem menor eletronegatividade, de
modo que seus pares de elétrons solitarios sdo mais eficazmente incorporados ao
sistema aromatico.

O cicloalceno / tiofeno representa um par dos exemplos mais proeminentes de
bioisosterismo (BURGER, 1991) (bioisosteres sdo moléculas que tém propriedades
semelhantes, ou antagonismo em sistemas biol6gicos) e, portanto, a sintese de analogos
de tiofeno atraiu consideravel atencdo, especialmente em pesquisa farmacéutica. A
substituicdo no anel de benzeno em sucesso tornou-se uma estratégia de rotina no
projeto droga moderna e desenvolvimento (MOHAREB et al., 2013).

Tiofenos e derivados furanos pertencem ao grupo de heterociclicos aromaticos,
consequentemente, eles sdo importantes fragmentos estruturais em muitos produtos
farmacéuticos e compostos quimicos (KAGAN et al., 1983; GRIBBLE et al., 1984
apud, MEOTTI et al., 2003). E um bioiséstero do anel de benzeno e outros heterociclos
em quimica medicinal.

Os compostos organicos que contém anéis aromaticos estdo amplamente
distribuidos na natureza e muitas vezes tém um papel importante em varios processos
bioquimicos. Como resultado, eles sdo comumente incorporados nas estruturas quimicas
de medicamentos sintéticos (DALVIE et al., 2002).

18



Moléculas contendo o heterociclo tiofenos existem como produtos naturais
(RUSSEL, 1996) e quimioterapicos sintéticos (PRESS, 1985; RUSSEL, 1996) (Figura
2). Como o é&cido tiaprofénico (Surgam®), é um farmaco anti-inflamatério néo
esteroidal (AINE), (PLOSKER & WAGSTAFF, 1995; SORKIN & BROGDEN, 1985).
O bissulfato de clopidogrel (Plavix®), um inibidor do difosfato de adenosina (ADP),
onde a agregacao plaquetéria induzida tem sido um importante avango para pacientes
com doenca aterosclerética cardiovascular (LI et al., 2004; RODGERS &
STEINHUBL, 2003). O cloridrato de duloxetina (Cymbalta®), é um inibidor seletivo da
recaptacao de serotonina e noradrenalina (SSNRI), tem sido eficaz para o tratamento de

depressdo, para o tratamento da incontinéncia urinaria, entre outros (BYMASTER et al.,

2003).
COOH \LFOMe O

i o / 5\
\ = g < f H2804
a-terthienyl Surgam® Plavix® Cymbalta®

Figura 2. Moléculas contendo tiofeno.

Dentre os heterociclos tiofénicos, destacam-se 0s compostos 2-aminotiofeno,
que tém sido bastante relatados nos estudos de investigacdo de novas drogas,
principalmente depois das inovacdes da rota de sintese da reacdo de Gewald
(PUTEROVA, KRUTOSIKOVA & VEGH, 2009).

Karl Gewald foi um quimico alem&o que revolucionou a sintese de tiofenos ao
inovar com a sintese multicomponente 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 (GEWALD, 1965; GEWALD, SCHINKE &
BOTTCHER, 1966; HUANG & DOMLING, 2011). (Esquema 1)
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Esquema 1. Exemplo de uma sintese de Gewald para obtencdo de 2-amino-tiofenos
substituidos.

2.2 Estratégia para Sintese de FArmacos

No que diz respeito a busca de novas drogas, a modificacdo molecular de
agentes antimicrobianos tem sido ha muitos anos uma das principais estratégias
adotadas, consistindo na realizacdo de pequenas modificacbes quimicas em um
composto prot6tipo matriz, possuidor de estrutura quimica e atividades biolégicas bem
conhecidas (mantendo constante seu grupo farmacoférico) obtendo-se novos compostos
analogos ou homdlogos, sem perda das principais propriedades do composto original
(LACAZ et al., 1995).

Dentre os diversos compostos que sdo comumente utilizados como proto6tipos
para realizacdo de modificacbes moleculares, destacam-se os compostos heterociclicos,
0s quais correspondem a cerca de 65% dos farmacos atualmente empregados na
terapéutica, de onde 95% desses apresentam-se nitrogenados, e outros 25% apresentam
atomos de enxofre em sua composicao quimica (BARREIRO & FRAGA, 2001). Além
disso, estes compostos sdo possuidores de ampla atividade biolégica e possuem

vantagem de n&o terem sido extensivamente estudados.

2.3 Problematica das Infec¢bes Fungicas

Atualmente, a prevaléncia por infec¢fes fungicas sistémicas tem crescido devido
ndo s a utilizacdo abundante de antibidticos de amplo espectro, mas, tambem, por
causa de altera¢fes no sistema imunoldgico associadas ao virus do HIV, a terapia do
cancer e ao transplante de 6rgaos. Considerando que ainda ha um pequeno nimero de
moléculas possuidoras de agdo antifingica, a busca por novas moléculas bioativas que
sirvam como novos prototipos é extremamente relevante (STOPPA et al., 2009;
PEREIRA et al., 2012).
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As infeccOes fungicas sao uma ameaca continua e grave para a saude e a vida.
Estas infec¢des em seres humanos podem ser classificadas em: reacdes alérgicas devido
as proteinas fangicas, reacdes toxicas devido as toxinas presentes em certos fungos e
infeccdes (micoses) (GARIBOTTO et al., 2010).

A incidéncia e gravidade das doencas fangicas tem aumentado recentemente,
particularmente em pacientes com deficiéncia imune (ODDS, 2000 apud, PINTO et al.,
2008). O namero crescente de casos investigados de fungos demonstra que a Candida é
a terceira ou quarta mais comum de se isolar em infec¢des da corrente sanguinea,
segundo estudos publicados nos Estados Unidos (EDMOND et al., 1999 apud, PINTO
et al., 2008). Além disso, a candidiase invasiva € um problema de importancia crescente
para pacientes ndo — imunossuprimidos (EGGIMANN et al., 2003 apud, PINTO et al.,
2008).

A taxa de mortalidade por aspergilose aumentou 357%, entre 1980 e 1997, nos
Estados Unidos (MCNEIL et al., 2001 apud, PINTO et al., 2008). Micoses superficiais,
dermatofitoses (tinhas), candidiase, também sdo uma importante causa de morbidade e
sd0 mais graves em pacientes imunocomprometidos.

Regimes de tratamento convencionais para as doencas causadas por fungos séo
baseados em apenas algumas quimioterapias (ou seja, 0s azdis e polienos), e estes ndo
sdo completamente eficazes e apresentam sérios problemas relacionados com o seu
espectro estreito, toxicidade elevada, baixa poténcia (que sdo geralmente fungistatica)
inadequados e propriedades farmacocinéticas. Tomadas em conjunto, estas
caracteristicas resultam em muitos casos da resisténcia microbiana, tornando o
tratamento mais dificil (BERGOLD & GEORGIADIS, 2004).

Associado ao aumento da importancia clinica de infec¢fes causadas por fungos,
0 pequeno numero de antifungicos disponiveis, muitos dos quais apresentando atividade
fungistatica, tem vindo a estimular a busca de novos medicamentos, que sejam mais

eficazes e menos toxicos do que os disponiveis (RAPP, 2004 apud, PINTO et al., 2008).
2.4 Problematica das Infecgdes Bacterianas
A crescente utilizacdo de agentes antimicrobianos para profilaxia e tratamento,

de forma excessiva, indiscriminada e irracional, tem colaborado para o aumento cada

vez mais precoce da resisténcia (CZAICA et al., 2000).
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Isso tem levado a comunidade cientifica a investigar a corrida medicamento X
microrganismos, e a pesquisar novos compostos com acao antimicrobiana, pois desde o
inicio dos anos 80 o nimero de antimicrobianos em fase de desenvolvimento diminuiu
consideravelmente, enquanto que a resisténcia dos microrganismos aos mesmos tem
crescido de forma imensuravel, porque eles estdo cada vez mais desenvolvendo uma
série de novos mecanismos de resisténcia (FILE JR, 2000).

O estudo da resisténcia bacteriana, geralmente é baseado em microrganismos de
importancia epidemioldgica, tais como S. aureus, E.coli, P. aeruginosa, responsaveis
por diferentes processos etioldgicos tanto em pacientes imunocompetentes quanto em
pacientes imunodeprimidos (MICHELIN et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; LIMA et
al., 2006; LIMA et al., 2006).

2.5 Derivados Tiofénicos e suas Atividades Bioldgicas

O heterociclo benzo[b]tiofeno estd frequentemente presente em compostos
biologicamente ativos, e muitos exemplos de atividades bioldgicas sdo relatadas. Ou
seja, eles podem ser inibidores da replicacdo do virus herpes simplex tipo I (HSV-1),
antimitoticos, inibidores de proteases de cisteina e de serina, de receptores de opiaceos,
analgésicos e antagonistas de 5-HT6, tornando esta, uma estrutura muito atraente para
quimica medicinal (HORTON; BOURNE; SMYTHE, 2003 apud, PINTO et al., 2008).
Recentemente, tem sido demonstrado que os tiofeno substituidos possuem boa atividade
anti-inflamatorias em ratos (ZENI et al., 2001).

Derivados  benzo[b]tiofenos e  2-(N-haloalquiltiosulfonamido)-tiofenos
(EDWARDS, 1976) entre outros (SANDMEIER & SECKINGER, 1984) demonstram
importante atividade antifangica, com atividade in vivo superior as drogas de referéncia
como o miconazol e clotrimazol frente a diversos isolados dos géneros Candida e
Trichophyton. Atualmente, a candidiase superficial esta entre as infec¢cdes mais comuns
de pele e mucosas, entretanto, a candidiase profunda tem se tornado crescente,
sobretudo, nos imunossuprimidos, constituindo um problema de salude publica
(FALCAO & NEVES, 2010). Além de C. albicans, outras espécies como C. glabrata,
C. krusei, C. parapsilosi e C. tropicalis tém estado envolvidas de forma significativa na
etiologia desta micose (LACAZ et al., 2002).

Estudos realizados por Mendonga Junior et al. (2011), demonstraram que

compostos cicloalquil[b]Jtiofenos sdo potenciais agentes antifungicos. Nesse estudo foi

22



observado que compostos benzo[b]tiofenos foram os mais ativos frente a fungos do
género Candida e Criptococcus.

O benzo[b]tiofeno é também uma parte estrutural do imidazol, que possui como
um derivado sintético o cetoconazol, um antimicotico com aplicagdes em dermatologia
e ginecologia (CARRILLO-MUNOZ et al., 2005 apud, PINTO et al., 2008).

No que diz respeito a relagéo estrutura e atividade dos tiofenos contra bactérias
Gram-positivas, os resultados expostos por Bondock et al. (2010) revelaram que 0s
compostos  2-amino-N-(benzotiazol-2-il)-4,5,6,7-tetraidrobenzotiofeno-3-carboxamida
(Figura 3) e 4-amino-2-anilino-3-[(benzotiazol-2-ilamino)carbonil]-5-benzoiltiofeno,
exibiram um perfil de largo espectro antibacteriano, contra 0os microrganismos (S.
aureus (ATCC 25923), S. pyogenes (ATCC 19615), P. phaseolicola (GSPB 2828) e P.
fluorescens. Tiofenos com grupos removedores de elétrons, tais como CO,Et ou PhCO,
apresentaram maior atividade. Neste estudo, o composto: 3-amino-5-anilino-4-
[(benzotiazol-2-il-amino) carbonil-tiofeno-2-carboxilato de etila, foi equipotente ao
cloranfenicol em inibir o crescimento de S. aureus (CIM 3,125 pg/mL), enquanto que a
sua atividade foi de 50% inferior ao de cloranfenicol contra a S. pyogenes. Ha relatos
dos derivados 2-tioureido-tiofeno apresentando atividade antifingica (SAEED et al.,
2010) e antibacteriana (ARHIN et al., 2006).

NH;

2-amino-N-(benzotiazol-2-il)-4,5,6,7-tetraidrobenzotiofeno-3-carboxamida

Figura 3. Derivado com atividade antimicrobiana.
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4-amino-2-anilino-3-[(benzotiazol-2-ilamino)carbonil]-5-benzoiltiofeno

Figura 4. Derivado com atividade antimicrobiana.

Segundo Valderrama (1999; apud RYU, C. et al., 2005), existem relatos de 4,7-
dioxobenzo[b]tiofeno, exibindo atividade antiprotozoaria contra Tripanosomas cruzi e
cepas de Leishmania. O acido tiofeno-2,5-dicarboxilico demonstrou ser um potencial
agente anticancerigeno (SAHASRABUDHE et al., 1960 apud, YESILEL et al., 2012).

Além das atividades ja citadas anteriormente, ha estudos que relatam que o0s
tiofenos e seus sistemas de anéis fundidos possuem um amplo espectro de atividades
bioldgicas, como antagonistas dos antiarritmicos e serotonina (AMR et al., 2010).

Estudos realizados por Fortes et al. (2013) mostrou uma nova entidade quimica,
com um potencial farmacoldgico para se tornar um novo farmaco ansiolitico. Foi o
composto 2-[(2,6-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5-diidro-ciclopenta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (5TI01), sintetizado pelo Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de
Moleculas. O citado estudo teve por objetivo avaliar o potencial efeito ansiolitico do
5TIO1 em modelos experimentais na tentativa de esclarecer o seu mecanismo de acgéo.
O processo dependente da dose ndo foi observado e os efeitos ansioliticos ndo foram
completamente revertidos por flumazenil (25 mg / kg), porém fio evidenciada atividade
ansiolitica comparavel ao farmaco comercial Diazepam. Os resultados sugerem que 0
5TIO1 pode ligar-se com outros receptores, além do receptor benzodiazepinico
(receptor de GABA).
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2 - [(2,6-dichloro-benzylidene)-amino] -4,5-dihydro-cyclopenta [b] thiophene-3-carbonitrile

Figura 5. Novo farmaco anisolitico.

O estudo realizado por Arhin et al. (2006), demonstrou que modificacGes dos
substituintes do composto base, sintetizado por meio de uma reagdo de Gewald, levou a
derivados tiofénicos com atividade inibidora potente contra Staphylococcus spp em
concentracdo de até 10 nM (Figura 4). O composto que possui como substituinte -
CO,Bu, apresentou desde um quadro mais completo em termos do mecanismo de acéo,
como também mostrou-se ativo na inibicdo da transcricdo em S. aureus, resultados estes
comparados aos da rifampicina. Fato observado por seu rapido e profundo impacto
sobre os niveis de RNA e sintese imediata de proteina. Além disso, notou-se o0 que 0
composto mantém a sua excelente atividade antibacteriana contra cepas resistentes a

rifampicina.

| %\

O//C A N

H

Figura 6. 2-ureidotiofeno-3-carboxilato.

Estudos adicionais com anéis de oito membros ainda se fazem necessarios para
que seja aberto um espaco maior para responder alguns questionamentos sobre as
atividades bioldgicas relacionadas a tais compostos. Este trabalho teve como estimulo e
base, os estudos de Arhin et al. (2006), sendo assim, procurou-se enriquecer ainda mais
0s registros do potencial biologico do cicloocta[b]tiofeno condensando-os com aldeidos,

por meio das pesquisas em laboratorio.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Sintetizar e caracterizar novas moléculas derivados do 2-amino-4,5,6,7,8,9-
hexaidro-4H-cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila e avaliar seu potencial antifingico e

antibacteriano in vitro.

3.2. Objetivos Especificos
v" Sintetizar e purificar 0s novos compostos;
v' Caracterizar 0s Nov0os compostos;
v Comprovar as estruturas;
v Avaliar a atividade antiflingica;
v

Avaliar a atividade antibacteriana.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Sintese

Foram sintetizados novos compostos atraves de uma rota sintética, onde
inicialmente foi obtido o composto de partida 2-amino-4,5,6,7,8,9-hexaidro-
cicloocta[b]tioofeno-3-carbonitrila (8CN), sintetizado por meio de uma condensagio
entre uma cetona ciclica (ciclooctanona) com um composto metileno ativo
(malononitrila) em meio basico (morfolina) e enxofre elementar através da reacdo de
Gewald (GEWALD, 1961) conforme esquema 2.

é < Morfollna S
Etanol ‘ / NH>

CN
Esquema 2. 2-Amino-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tioofeno-3-carbonitrila. (8CN)

Para a obtencdo dos compostos finais, 0 8CN foi posto a reagir com aldeidos

aromaticos, que foram condensados & funcdo 2-amino do composto (Esquema 3).

S
| P NH:
CN Ar: (8CNO1) Benzaldeido
8CN (8CNO2) 4-Nitrobenzaldeido
(8CNO3) 2,4-diclorobenzaldeido
Etanol v \ (8CNO04) 4-fluorbenzaldeido
Acido Acético CHO (8CNO5) 2-Nitrobenzaldeildo
_\'R (8CNO06) 4-(piridin-3-il)-benzaldeido
(8CNO7) 4-(1-piperidinil)-benzaldeido
(8CNOB8) 4-(2-piridin-2-il)-benzaldeido
S, Ij/C_Ar (8CNO9) p -tolualdeido
| N (8CN10) Salicialdeido
7/ (8CN11) Anisaldeido
CN

8CNx

Esquema 3. Reagdo de obtencdo dos novos derivados 2-amino-4,5,6,7,8,9-hexaidro-

cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila.
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4.2 Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas
FLUKA Analytical silica gel de 0,2mm de espessura com indicador fluorescente de
254nm. As revelagdes foram feitas por luz ultravioleta (254 ou 365nm).

4.3. Purificacdo, Caracterizacdo e Comprovacao Estrutural

Apos ter sido confirmado o término das reacdes (através de cromatografia em
camada delgada, utilizando um sistema eluente em uma mistura binaria 7:3,
hexano/acetato de etila), os compostos foram filtrados e purificados por lavagem com
etanol gelado.

Depois de confirmada a pureza dos compostos, eles tiveram seus calculos de
rendimento determinados, assim como as caracteristicas fisico-quimicas (fator de
retencdo, ponto de fusdo, aparéncia, solubilidade).

O fator de retencédo (Rf) foi obtido a partir da cromatografia em camada delgada
pela formula Rf = dc / ds, onde dc é a distancia percorrida pelo composto e ds é a
distancia percorrida pelo sistema.

Para o ponto de fusdo, uma pequena amostra do produto foi colocada em um
capilar e inserida em um aparelho de ponto de fuséo (Ponto de Fusdo Microprocessado
Q-340 — Quimis).

A aparéncia dos compostos (cor e textura) foi avaliada apenas por observacéo
visual do produto.

O rendimento foi calculado, pesando-se a massa do produto obtido em gramas e
em seguida calculado o nimero de mols referente a massa atraveés da formula n® = m /

PM. Por fim foi calculada a porcentagem de rendimento pela férmula:

NUmero de mols obtidos x 100

Numero de mols do produto de partida

Para comprovacgdo estrutural foi realizada a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H — 400MHz) e de carbono (RMNYC —
100MHz). Primeiramente, ocorreram 0s testes de solubilidade das substancias (1-2mg)
em cloroférmio e dimetilsulfoxido (DMSO), para definir qual solvente seria 0 melhor.
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Em seguida, cerca de 10 mg de cada um dos produtos foram solubilizados com o
solvente de escolha (DMSO), sendo estes acondicionados em tubos de RMN. Por fim,

0s tubos foram colocados no espectrometro de RMN.

4.4 Avaliacéo e Potencial Antifungico e Antibacteriano

4.4.1 Avaliacdo da atividade antifungica in vitro contra Candida albicans

Os testes foram realizados no Laboratério de Micologia/Departamento de
Ciéncias Farmacéutica/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal da Paraiba.

Sob coordenacéo da professora Edeltrudes de Oliveira Lima.

Microrganismos:

Quatro cepas de leveduras foram usadas para os ensaios: Candida albicans
(ATCC 90028, ATCC 76645, LM 108 e LM 111). As linhagens flangicas foram
mantidas no meio Agar Sabouraud Dextrose-ASD (DIFCO®) na temperatura de 4 °C

(geladeira) e 35 °C na estufa para avaliar o crescimento.

Drogas Teste:
Foram testados 11 compostos, estes sendo derivados tiofénicos com diversos

aldeidos substituintes, nomeados de 8CNy

Antifangico padréo:
A Nistatina (SIGMA-ALDRICH®.) foi o antifingico padrdo utilizado como

controle na execucdo da metodologia dos ensaios de atividade bioldgica.

Suspensao/Inoculo:

Na preparagcdo da suspensdo dos microrganismos, primeiramente os isolados
fangicos foram cultivados no meio ASD a 35°C/24-48 h para atingirem um bom
crescimento. As recentes coldnias flngicas foram suspensas em solucdo de 8,5g/L NaCl
esterilizada. Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio do
aparelho Vortex. Apos agitacéo, a turbidez de cada suspensdo foi comparada e ajustada
aquela apresentada pelo tubo 0,5 da escala McFarland, correspondendo a um indculo, de
aproximadamente 10° unidades formadoras de col6nias/mL (UFC/mL) (CLEELAND &
SQUIRES, 1991; HADACEK & GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004).
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Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM):

A determinacdo da CIM dos produtos foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo (96 pocos) (Figura 5) contendo
pocos com fundo em forma de “U” e em duplicacdo (CLEELAND & SQUIRES, 1991,
HADACEK; GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004; MOREIRA et al., 2010). Em cada
orificio da placa, foi adicionado 100 pL do meio liquido caldo Sabouraud Dextrose
(CSD) (DFICO) duplamente concentrado. Posteriormente, 100 puL da solucdo dos
produtos na concentracdo inicial de 1024 pg/ml foram dispensados nas cavidades da
primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma razédo de dois, foram
obtidas concentracdes de 1024 pg/mL até 4 pg/mL, de modo que na primeira linha da
placa se encontrard a maior concentracdo e na Gltima, a menor concentracdo. Por fim,
foi adicionado 10 pL do inoculo das espécies nas cavidades, onde cada coluna da placa
refere-se a uma cepa flangica, especificamente (Figura 6).

Em paralelo, foram feitos controles de esterilidade (meio liquido RPMI-1640
sem a suspensdo dos fungos), de viabilidade/crescimento do microrganismo (no meio
liquido isento de produto antifungico) e com antiflgico padrao (Nistatina).

Os ensaios microbioldgicos foram incubados a temperatura de 35-37 °C/24-48 h.
A CIM foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir visualmente o
crescimento fungico verificado nas cavidades, quando comparado com o crescimento
controle. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média
geométrica dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (CLEELAND & SQUIRES,
1991; ELOFF, 1998; SOUZA et al., 2007).

30



Figura 7. Placa de microdiluicéo.

Figura 8. Representacdo de um teste de microdiluicdo em caldo. Simulacdo das trés cepas que
apresentaram atividade, estas representadas pelas cores: azul, vermelho e amarelo. Em cada
linha se encontra uma concentracao.
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4.4.2 Avaliacéo da atividade antibacteriana in vitro

Os testes foram realizados no Laboratério de Micologia/Departamento de
Ciéncias Farmacéutica/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal da Paraiba.
Sob coordenacéo da professora Edeltrudes de Oliveira Lima.

Microrganismos:

Para os ensaios antimicrobianos, foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538 e LM 229), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Escherichia coli (ATCC 18739 e ATCC 11105), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 9027, ATCC 258353 e P 03). As cepas foram disponibilizadas pelo Laboratério
de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da
Paraiba. As mesmas foram mantidas em meios de cultura apropriados, Agar Muller
Hinton (Difco® Laboratories/France/USA) e conservadas a 4 °C até 0 momento dos
testes.

A suspensdo dos microrganismos foi preparada comparando-se a turbidez com o
tubo 0.5 da Escala McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-
Photometer 340-800), para 90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 10°
UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACECK; GREEGER, 2000).

Drogas Teste:

Foram testados 11 compostos, estes sendo derivados tiofénicos com diversos
aldeidos substituidos, nomeados de 8CNy. As solu¢des dos compostos foram preparadas
no momento de execucdo dos testes, dissolvendo-os primeiramente em etanol (q.s.)
absoluto e utilizando agua destilada esterilizada em quantidade suficiente para obter a
concentracgéo inicial de 1024 pg/mL. A partir desta concentracdo, foram feitas diluigcdes
seriadas em razdo de dois até alcancar a concentracéo de 2 pg/mL. Nao foi ultrapassada
a concentracdo de 2% de etanol na solubilizag&o das drogas.

Antimicrobiano padrao:
Para o controle de atividade antibacteriana, foi usado cloranfenicol no mesmo

intervalo de concentracdo (1024 até 2 pg/mL), adquiridos da Sigma-Aldrich® (Brasil).
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Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM):

A determinacdo da CIM dos produtos testados foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 pocos com fundo em
forma de “U”. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 uL do meio caldo nutriente
(Difco® Laboratories/France/USA) duplamente concentrado. Posteriormente, 100 pL
da solucdo dos produtos, também duplamente concentrado, foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa.

Por meio de uma diluicdo seriada a uma razdo de dois, foram obtidas
concentracdes de 1024 pg/mL até 2 pg/mL. Por fim, foram adicionados 10 pL do
inéculo dos microrganismos nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se,
especificamente, a uma cepa.

As placas foram seladas e incubadas a 35°C por 24 horas para ser realizada a
leitura dos resultados. Para isso, foi realizado o seguinte procedimento: adicionou-se 20
pL de solucdo do corante resauzurina a 0,01 % (INLAB®), o qual é reconhecido como
um indicador colorimétrico de 6xido-reducdo. Assim, quando ocorreu mudanca de
coloracdo do corante (azul para vermelho), considerou-se como indicador de
crescimento microbiano e se a cor permanece azul, significa a auséncia de crescimento
microbiano.

A CIM foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento
bacteriano, verificado por uma ndo mudanca da coloracdo do corante indicador. Os
ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média geométrica dos
valores de CIM obtidas nos dois ensaios. A atividade antimicrobiana das drogas foi
interpretada e considerada ativa ou nédo, conforme os respectivos valores de CIM: 50-
100 pg/mL=excelente/étima atividade; 100-500 pg/mL=moderada atividade; 500-1024
pg/mL=baixa atividade; > 1024 pg/mL= produto inativo ou a cepa foi resistente
(ALLIGIANIS et al., 2001; HOLETZ et al., 2002; HOUGHTON et al., 2007).
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5. Resultados e Discusséo
5.1 Sintese, Caracterizacdo e Comprovacao Estrutural

A tabela 1 apresenta as caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos

compostos.
Composto F.M. MM PF Rf* APARENCIA RENDIMENTO

8CN C11H14SN, 206 98-102°C 0,5cm marrom escuro 65,6%;
8CNO1 CygH1sSN, 294 128-130°C 0,7cm amarelo escuro 29,4%
8CNO02 CigH17SN30, 339 185-190°C 0,5cm mostarda 34,9%
8CN03  CygHisSNLCl, 362 178-180°C 0,6cm amarelo 48,4%
8CNO04 CigHi7SNoF - 311 124-127°C 0,6cm mostarda 19,6%
8CNO05 CigH17SN3O, 339 180-182°C 0,6cm mostarda 64,7%
8CNO06 Cy3H»SN; 371 179-181°C 0,5cm mostarda 36,3%
8CNO7 CasH7SN3 375 127-129°C 0,6 cm laranja 56,4%
8CNO08 Cy3H»SN; 371 182-184°C 0,5cm amarelo escuro 65,0%
8CNO09 CyoH2:SN, 308 152-153°C 0,5cm amarelo escuro 53,1%
8CN10 CigH1sSN,O 310 173-175°C 0,5cm amarelo escuro 53,8%
8CN11 CH2:SN,O 324 139-140°C 0,7cm marrom 53,1%

* eluente (7:3 / hexano:acetato);
Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos compostos sintetizados.

O rendimento dos compostos obtidos variou entre 19,6% (8CNO04) até 65,6%
(8CN). Onde esse valor de 19,6% se apresenta muito abaixo do esperado, com isso
pretendemos verificar se isso resultou de uma falha na nossa metodologia, para assim,
se de fato for constatada essa falha, aplicarmos as mudangas devidas para que 0 seu

rendimento seja aumentado.

Todos os compostos foram obtidos sob a forma de p6 amorfo, com coloragéo
caracteristica, da maior parte dos produtos foi, amarelo, tendo oscilacbes entre o

amarelo, marrom e laranja.

A faixa de fusdo variou entre 0 minimo de 98-102°C (8CN) e o0 maximo obtido
que foi de 185-190°C (8CNO02), todos se mostraram muito distintos dos valores de ponto
de fusdo dos produtos de partida. A estreita faixa de fuséo indica que os métodos de

purificacdo foram adequados.

Os compostos também foram submetidos & técnica espectroscOpica para a
comprovacao de suas estruturas. Sendo esta: espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) *H (Figura 7) e **C (Figura 8). (Nos anexos encontram-se 0s graficos

de RMN *H e 13C referentes aos demais compostos sintetizados).
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O RMN é um método que consiste na submissao dos compostos estudados a um

campo magnético forte, onde tais moléculas irdo absorver energia de frequéncia através

de ndcleos de *H ou *C, e resultando em espectros caracteristicos (SOLOMONS &
FRYHLE, 2005).

Figura 9. Espectro de RMN *H do composto 8CN02. Uma correlacio da estrutura com 0s picos
apresentados nos espectros.

Nos espectros de RMN H, os hidrogénios pertencentes ao anel ciclooctano
aparecem como uma série de sinais (quatro grupos de sinais), estes com deslocamentos
quimicos entre 1,78 — 2,80 ppm (SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2006). Estes
dados se aproximaram aos nossos resultados, onde os deslocamentos variaram entre

1,38 — 2,89 ppm. Na tabela 2 descrevemos todos os dados dos espectros avaliados.

Com relacdo a ligagdo CH=N, observamos que os picos do hidrogénio
apareceram em uma frequéncia mais alta do que a esperada em carbono sp, (entre 4,5 a
7 ppm), surgindo entre 8 e 9 ppm. Isto pode ser justificado por meio do fenbmeno
denominado anisotropia, que provoca desvios quimicos de maior grandeza
(GONSALVES & MELO, 2007). Associado ao fato dessa insaturacdo encontrar-se

conjugada ao sistema aromatico proveniente do aldeido.
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Segundo Silverstein, Webster e Kiemle (2006), os hidrogénios dos aromaticos e
heteroarométicos aparecem na regiao 6 6,0 ¢ 9,0 ppm, conforme também observado nos

NOSSOS espectros.
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Figura 10. Espectro de RMN **C do composto 8CN11.

Tabela 2 — Compostos sintetizados e seus respectivos deslocamentos quimicos (8 ) —

Valores expressos em ppm (DMSO, 400 MHz)

RMN H

Compostos Ciclooctano Aromatico CH=N

8CNO01 1,38 (4H, s); 1,63 7,56 (3H, d, J=8,0Hz); 8,67 (1H, s);
(4H,s); 2,73 (2H,s); 7,96 (2H, d,J = 6,8 Hz);
2,86 (2H, s);

8CNO02 1,38 (4H, s); 1,64 8,19 (2H, d, J = 8,4 Hz); 8,81 (1H, s);
(4H, s); 2,75 (2H, s); 8,38 (2H, d,J = 8,4 Hz);
2,89 (2H, s);

8CNO3 1,39 (4H, s); 1,64 7,62 (1H, d, J= 7,6 Hz); 8,78 (1H, s);
(4H, s); 2,75 (2H, s); 7,80 (1H, s); 8,14 (1H, d,
2,88 (2H, s); J=17,2 Hz);
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8CNO4

8CNO5

8CNO6

8CNO7

8CNO8

8CNO09

8CN10

8CN11

1,38 (4H, s); 1,62
(4H, s); 2,72 (2H, t,J
= 5,6 Hz); 2,86 (2H,
t, J=5,6Hz);

1,38 (4H, s); 1,64
(4H, s); 2,74 (2H, t,
J=4.8 Hz); 2,89 (2H,
t,J=4,8 Hz);

1,38 (4H, s); 1,63
(4H, s); 2,74 (2H, s);
2,87 (2H, s);

1,37 (4H, s); 1,59
(18H, s); 2,69 (2H,
s); 2,81 (3H, s); 3,40
(4H, s);

1,39 (4H, s); 1,64
(4H, s); 2,74 (2H, s);
2,88 (2H, s);

1,37 (4H, s); 1,62
(4H, s); 2,72 (2H,
S); 2,85 (2H,s);

1,38 (4H, s); 1,63
(4H, s); 2,72 (2H, t);
2,86 (2H, s);

1,37 (4H, s); 1,62
(4H, s); 2,71 (2H, s);
2,84 (2H, s);

7,40 (2H, t, J = 8.8 Hz); 8.67 (1H, s);
8,03 (2H, t, 7,6 Hz);

7,81 (1H,t,J=72); 7,91 8,93 (1H, s);
(1H,t,J = 7.2 Hz); 8,14

(1H, d, J= 7,6 Hz); 8,19

(1H, d, J=7,6 Hz);

7,53 (1H, m); 7,94 (2H, 8,99 (1H, s);
d, J= 8.0 Hz); 8,08 (2H,

d, J= 8.0 Hz); 8,18 (1H,

d, J= 7.2 Hz); 8,61 (1H,

d); 8,73 (1H, s);

7,01 (2H, d, J= 8,4 Hz); 8,41(1H, s);
7,75 (2H, d, J = 8,4 Hz);

7,42 (1H, m); 7,94 (1H, 8.73 (1H, s);

t, J = 7,6 Hz); 8,08 (1H,

d, J= 7,6 Hz); 8,28 (1H,

d, J=7,6 Hz);

7,36 (2H, d, J= 6,8 Hz); 8,62 (1H, s);

7,86 (2H,d,J=7,2Hz); *CH; = 2,50 (3H,
s);

o= 6,98 (2H, m); 7,45 8,87 (1H,s);

(1H,t,J=7,6 Hz); 7,78 *OH = 11.48 (1H,

(1H, d, J=8,0 Hz); b5);

7,10 (2H, d, J = 8,8 Hz); 8,58 (1H,s);

7,92 (2H,d,J=8.8Hz); *CH; = 3,85 (3H,
S);

* simpleto (s); dupleto (d); tripleto (t); multipleto (m).

A partir dos espectros de RMN *3C avaliados, pudemos assim confirmar a

quantidade de carbonos presente em cada uma das moléculas. A quantidade de carbonos
totais dos compostos variou entre 18 e 23. Algumas variagfes podem ocorrer
dependendo da existéncia de carbonos homotopicos da molécula. No espectro do
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8CNOL1 foi encontrado um total de 16 carbonos. No espectro do 8CNO08 foi encontrado
um total de 21 carbonos. Na tabela 3 apresentamos deslocamentos quimicos dos
carbonos de todas as moléculas.

Tabela 3 — Compostos sintetizados e seus respectivos deslocamentos quimicos (8) —

Valores expressos em ppm (DMSO, 100 MHz)

RMN 3c

Composto Deslocamentos

8CNO1  24,9;25,2;25,3;26,5;29,6;31,3;107,0;114,4;129,0;129,2;132,5;134,8;135,5;137,5;
159,0;160,6;

8CNO02  24,9;25,1;25,2;26,6;29,6;31,3;108,8;114,2;124,2;130,0;137,6;138,1;140,4;149,1;
157,8; 158,3;

8CNO03  24,8;25,1;25,1;26,4;29,4;31,1;108,1;114,0;128,2;129,6;129,7;130,5;136,0;137,0;
137,5;138,0;154,4;157,8;

8CN04  24,9;25,2;25,2;26,5;29,6;31,3;107,0;114,4;116,2;116,4;131,5;131,7;135,5;137,5;
158,8;159,4;163,3;165,8;

8CNO5  25,4;25,6;25,7;27,0;30,0;31,8;108,9;114,5;125,3;129,4;129,8;133,1;134,4;137,8;
138,6; 149,7;157,0;158,2;

8CNO06  24,9;25,2;25,2;26,5;29,6;31,3;107,2;114,4;123,9;127,4;129,8;134,3;134,4;134,5;
135,7;137,6;140,7;147,8;149,2;158,9;159,9;

8CNO7  23,9;24,9;24,9;25,2;26,4;29,6;31.3;47,7;104,3;113,6;115,0;123,1;131,3;132,8;136
,8;153,6;159,7;161,0;

8CNO08  25,4;25,7;27,0;30,1;31,8;107,6;114,9;121,3;123,8;127,5;130,1;135,7;136,3;137,9;
138,1;142,6;150,2;155,3;159,5;160,5;186,4;

8CN09  9,83;13,4;13,7;15,0;18,1;19,8;95,0;103,0;117,7;118,2;120,7;123,6;125,9;131,5;14
7,8;149,0;

8CN10  24,9;25,1;25,2;26,4;29,5;31,3;106,3;114,3;116,8;119,5;119,7;130,9;134,4;135,5;1
37,3;158,1;159,7;160,0;

8CN11  25,4,25,7;26,9;30,0;31,8;56,0;106,3;115,1,128,0;130,4;131,7;134,8;137,7;160,3;1
60,5;163,4;

5.2 Avaliacdo do Potencial Antifungico

Os resultados dos ensaios da atividade antifingica dos compostos sintetizados

sobre cepas flngicas estdo apresentados na Tabela 4.
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Todos os produtos produziram inibicdo sobre o crescimento das espécies
fangicas C. albicans ATCC 76645; C. albicans ATCC 90028 e C. albicans LM 111 em
diferentes concentragdes, a excecdo da linhagem de C. albicans LM 108, que se

apresentou resistente.

Obteve-se uma CIM para C. albicans ATCC 76645 e C. albicans ATCC 90028
de 512 pg/ mL para os produtos 1, 2, 4, 5 e 6, e de 1024 g/ mL para os produtos 3 e 10.

Os produtos 7, 8 e 9 foram o0s mais ativos, sendo capazes de inibir o crescimento de trés

das quatro cepas, sendo as linhagens C. albicans ATCC 76645 e C. albicans LM 111

com CIM de 512 pg/ mL e a linhagem C. albicans ATCC 90028, com 0s menores

valores de CIM (128 pg/ mL). O composto 8CN11 nao pdde ser avaliado devido ao fato

de ndo ter sido soluvel (solvente utilizado: Etanol).

Tabela 4. Estrutura molecular dos compostos e valores de CIM frente as C. albicans.

Composto Estrutura CIM (ug/mL)
C. C. C. C.
albicans albicans albicans albicans
ATCC ATCC LM108 LM111
76645 90028
S,
N—=C
SCNOL ‘/ H@ 512 512 21024 1024
-
N=—C NO,
SCNO2 |/ " 512 512 21024 1024
BENOS ) ‘@\ 512 1024 21024 1024
. CN
8CNO04 | N=¢ F
/ 512 512 21024 1024
SCN
N—=C
‘ H >
8CNO05 % 512 512 =1024 1024
—
| N:ﬁ \
8CN06 / Y 512 512 21024 1024
N

39



B N W
512 128 21024 512

8CNO8 [\ ¥
/ ' 512 128 21024 512

8CNO09 W, “=ﬁ‘®ﬂ“3
512 128 21024 512

8CN10 / ; 1024 1024 21024 512

Nistatina - - - -
(Controle)

Os compostos 8CNO7 (substituinte: 4-(1-piperidinil)-benzaldeido). 8CNO08
(substituinte: de 4-(piridin-2-il) - benzaldeido) e 8CNQ9 (substituinte: p-tolualdeido)
(512 pg/ml), se mostraram os mais eficazes na inibigdo do crescimento dos fungos.
Quando a posicao do grupamento piridinil foi alterada de 2 (8CNO08) para 3 (8CNO06),

houve uma pequena diminui¢do da atividade inibitoria.

Ao ser comparado com outros aldeidos monossubstituidos, observa-se que a
adicdo do aldeido aromatico na posi¢do orto e para, além do sem substituicdo (BCNO1 _
substituinte: benzaldeido), tende a possuir um nivel de inibicio a uma menor

concentragdo (512 pg/ml), porém em uma proporc¢éo de 50%.

Podemos ainda ressaltar que o composto 8CN10 (substituinte: 2-OH) e o
dissubstituido 8CNO03 (substituinte: 2,4-diclorobenzaldeido), foram duas vezes menos

ativos que o0s demais compostos.

Baseados nos estudos sobre a teoria da densidade funcional, realizados por
SCOTT]I, L. et al. (2012), foi observado que a solubilidade em &gua exerce forte efeito
sobre a atividade antifungica (com relacdo a cepas de Candida krusei e Criptococcus

neoformans) de derivados de 2-aminotiofeno (Figura 9). Neste contexto, observou-se
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que os compostos que apresentam elevado valor de log P (hidrofobicidade) séo menos

ativos.

Os derivados cicloocta[b]tiofenos apresentam valores de log P ainda superiores
aos do estudo de SCOTTI, L. et al. (2012), o que pode justificar a baixa atividade
antifngica dos derivados testados. Ainda de acordo com os estudos de SCOTTI, L. et
al. (2012), notou-se a partir das analises CPCA e PCA e descritores do VolSurf, que
propriedades hidrofilicas estdo diretamente correlacionadas com os dados bioldgicos e
sdo essenciais para a atividade antifangica de cicloalquil[b]tiofenos.

(CH5)n

X S\ N/’/A\\Ar

Figura 11. Estrutura geral dos 2-aninotiofenos citados no estudo.
5.3 Avaliagéo do Potencial Antibacteriano

Obtivemos resultados negativos para todos os compostos analisados, ou seja,
nenhum composto apresentou atividade antibacteriana frente as cepas testadas, pois
todas as drogas apresentaram CIM > 1024 pg/mL (maior dose testada). Ao contrario
dos resultados obtidos por Aly et al. (2011), que observaram que 0S compostos que
apresentam a presenca de halogénios, e grupos metil, apresentaram melhor atividade

antimicrobiana.
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6. Conclusoes

Foram sintetizados 11 novos derivados 2-amino-4,5,6,7,8,9-hexaidro-
cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila todos sob a forma de p6 na cor amarela variando
apenas em tons, com excecdo de composto que se apresentou na cor laranja.

A rota sintética empregada de um modo geral mostrou-se eficiente para a sintese
dos compostos, uma vez que resultou nos compostos desejados, porém algumas
modificagdes podem ainda ser pesquisadas visando aumento do rendimento de alguns
compostos. Apresentaram ainda uma grande facilidade de purificacdo, ndo havendo
necessidade da utilizacdo de processos cromatograficos, como a cromatografia em

coluna.

Todos os compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas, e
suas estruturas comprovadas por meio da espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear de Hidrogénio e de Carbono.

Todos os produtos produziram inibicdo sobre o crescimento das espécies
Candida albicans (ATCC 90028, ATCC 76645, LM 108 e LM 111), a excecdo da
linhagem de C. albicans LM 108 que se apresentou resistente. Obteve-se uma CIM para
C. albicans ATCC 76645 e C. albicans ATCC 90028 de 512 pg/ mL dos produtos 1, 2,
4,5¢e 6, e de 1024 pg/ mL dos compostos 3 e 10. Os produtos 7, 8 e 9 foram 0s mais
ativos inibindo trés das quatro cepas avaliadas, sendo duas com valores de CIM de 512
pg/ mL e a linhagem C. albicans ATCC 90028, com o menor valor de CIM de 128 ug/

mL.

Nenhum dos compostos foi capaz de inibir o crescimento das bactérias avaliadas

na maior concentracgdo testada (CIM > 1024 pg/mL).
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7. Procedimento Experimental

‘ / NH,
8CN o

Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 5 g de ciclooctanona (0,044
mols), 1,40 g de enxofre elementar (0,044 mols) e 2,81 g de malononitrila (0,044 mols)
em 30 mL de Etanol. Em seguida foi adicionado morfolina (0.6 eq.) gota a gota, sob
banho de gelo. A solucéo foi deixada sob agitacdo a temperatura ambiente. Ap6s 6h foi
constatado o término da reacdo, por meio de cromatografia em camada delgada. A
solucdo teve o volume reduzido a 10 mL com auxilio de um evaporador rotativo. Foi
adicionada 20 mL de uma solucdo etanol:agua (1:1), e o produto precipitou. Os cristais
resultantes foram filtrados, lavados com uma solugdo etanol:agua (1:1) e secos em

dessecador sob vacuo.

Q%/Nﬁ@
8CNo1

CN

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,181 ml de
benzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reacdo ocorreu a
temperatura ambiente durante 24 horas. O sélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.

S
e
/
8CNo2 N

Cl

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,162g de 4-
nitrobenzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reacdo ocorreu a
temperatura ambiente durante 27 horas. O sélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.
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Cl
8CNos on “

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,188 de 2,4-
diclorobenzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de acido acético. A reacdo ocorreu a
temperatura ambiente durante 27 horas. O solido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.

S,
Oi%/N:ﬁOF
8CNoa N

Em um bal&o de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,188ml de 4-
fldorbenzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reacdo ocorreu a
temperatura de 60°C durante 6 horas. O solido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.

s
D
/
8CNos CN OaN

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,162g de 2-
nitrobenzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reacdo ocorreu a
temperatura de 60°C durante 28 horas. O sélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.
/ P
8CNgs on

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,328g de 4-
(piridin-3-il)-benzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reacdo ocorreu
a temperatura ambiente por 21 horas. O sélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.
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00

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,340g de 4-

8CNo7

(1-piperidinil)-benzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de acido acético. A reacao
ocorreu a temperatura ambiente por 19 horas. O sélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.
7
s |

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,328g de 4-

8CNos

(2-piridin-2-il)-benzaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reacéo
ocorreu a temperatura ambiente por 19 horas. O sélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.

S,
N—C CH;
/ H
CN

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,211g de p-

8CNog

tolualdeido em 7ml de etanol e 6 gotas de acido acético. A reacdo ocorreu a temperatura
ambiente por 5 horas. O solido precipitado foi filtrado em funil sintetizado, lavado com

etanol gelado.

8CNyp He

CN

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,189 g de
salicialdeido em 7ml de etanol e 6 gotas de &cido acético. A reagdo ocorreu a
temperatura ambiente por 22 horas. O soélido precipitado foi filtrado em funil

sintetizado, lavado com etanol gelado.
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8CN CN

Em um baldo de fundo redondo foram adicionado 0,2 g do 8CN e 0,218 g de
anisaldeido em 7ml de etanol e 6 gotas de acido acético. A reacao ocorreu a temperatura
ambiente por 24 horas. O solido precipitado foi filtrado em funil sintetizado, lavado

com etanol gelado.
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ANEXOS
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Francisco Jaime
Amostra 8CNO1
Solicitacao N. L0201-9
18.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
variand00-vnmrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: L0201_9.1h

Pulse Seqguence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 18 2013

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.556 sec

width 6410.3 Hz

32 repetitioms
OBSERVE H1l, 399.7427715 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 1 min 54 sec

2-[(Benzilideno)-amino]-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila

Anexo | — Espectros de RMN H*
(8CNO1)
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Francisco Jaime
Amostra BCNO02
Solicitacao N. L0201-10
18.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
varian4 00-vamrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: L0201_10.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 18 2013

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees
Acq. time 2.556 sec
Width 6410.3 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 399.7427715 |MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min| 57 se

2-[(4-Nitro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofeno-3 carbonitrila

(8CN02)
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2-[(2,4-Dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofeno-3-

carbonitrila (8CNO3)

Francisco Jaime
Amostra BCNO3
Solicitacao N. L0201-11
18.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
varian400-vnmrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: L0201 _11.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 18 2013

Temp. 35.0 C / 308.1 K
Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.556 sec

Width 6410.3 Hz

32 repetitions

OBSERVE H1, 399.7427734 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 1 min 54 sec
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2-[(4-Fluor-benzilideno)-amino]-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila

(8CN04)

\

Francisco Jaime
Amostra 8CNO04
Solicitacao N. L0201-12
19.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
varian400-vnmrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: L0201_12.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 19 2013

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acg. time 2.556 sec

width 6410.3 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1, 399.7427699 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 57 sec
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1-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofeno-3-carbonitrila

-amino

2-[(2-Nitro-benzilideno)

(BCNO5)

Francisco Jaime
Amostra BCNOS5
Solicitacao N. L0201-13
19.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
varian400-vamrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: L0201_13.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso

Data collected on: Feb 19 2013

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acq. time 2.556 sec

Width 6410.3 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1l, 399.7427719 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 57 sec

%

9 8

4.82 12.02

3 2 1 ppm
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2-[(4-Piridin-3-il-benzilideno)-amino]-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[ b]tiofeno-3-

carbonitrila (8CNO6)

'

Francisco

Amostra BCNO6
Solicitacao N. L0201-14
26.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
varian4 00-vnmrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: L0201_14.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 26 2013

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.556 sec

Width 6410.3 Hz

16 repetitions
OBSERVE H1l, 399.7427680 MHz
DATA PROCESSING
FT size 32768
Total time 0 min 57 sdc
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2-{[4-(1-pipedinil)-benzilideno]-amino}-4,5,6,7,8,9-hexaidro-cicloocta[b]tiofeno-3-

carbonitrila (8CNQ7)

Francisco

Amostra 8CNO7
Solicitacao N. L0201-15
26.02.2013 UFPE

Sample Name:

Data Collected on:
varian400-vnmrs400
Archive directory:

Sample directory:
FidrFile: L0201_15.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul)
Solvent: dmso
Data collected on: Feb 26 2013

Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Acqg. time 2.556 sec

width 6410.3 Hz

16 repetitions

OBSERVE  H1, 399.7427684 MHz
DATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 0 min 57 sec
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