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RESUMO

Compostos tiofénicos vém se destacando na sintese de novos medicamentos devido
sua vasta gama de atividades biologicas associadas. Contudo € necessario
conhecer a toxicidade dos mesmos, para que assim seja possivel avaliar a
viabilidade desses compostos como medicamentos. Uma alternativa aos caros e
complexos testes de citotoxicidade € a utilizacdo do microcrustaceo Artemia salina,
que consiste em um método rapido, barato e eficiente para avaliacdo de
citotoxicidade. Nesse contexto, 0 objetivo desse trabalho foi realizar a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo da citotoxicidade frente a Artemia salina de novos
derivados 2-[(benzilideno)amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila.
Para obtencdo dos compostos desejados foi sintetizado inicialmente o intermediario
sintético 2-amino-4,5,6,7-tetraidro-benzolb]tiofeno-3-carbonitrila obtido através da
classica reacdo de Gewald, fazendo reagir quantidades equimolares de
ciclohexanona, malononitrila e enxofre elementar na presenga de morfolina como
base. Em seguida, esse, teve seu grupo 2-amino condensado a diferentes aldeidos
aromaticos, em reacdo acido catalisada, fornecendo as iminas finais. Os testes de
citotoxicidade com artemias foram baseados na metodologia proposta por Meyer et
al. (1982) com modificacdes, onde foram utilizadas 5 diferentes concentragbes dos
compostos teste: 1000, 100, 10, 1 e 0,1 pg/mL. Os valores da concentracdo letal
50% (CLsg) foram calculados através do método estatistico PROBIT. Os 14
compostos finais sintetizados foram obtidos com rendimentos variando entre 50 e
96%, apresentando-se sob a forma de p6 na cor amarela ou branca e tiveram suas
estruturas quimicas confirmadas atraves das analises espectroscopicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono (RMN C),
de Infravermelho e espectrometria de massas. Onze compostos tiveram suas
citotoxicidades avaliadas frente a Artemia salina, onde foi possivel observar que 3
foram atoxicos (CLsp > 1000 pg/ml), 4 moderadamente téxicos (CLsg entre 100 e 800
pug/ml) e 4 muito toxicos (CLsp entre 0,1 e 100 pug/ml). Dessa forma, conclui-se que a
rota sintética utilizada se demonstrou eficaz na sintese dos novos compostos e que
0s bioensaios com Artemia salina, mostraram-se aptos e viaveis para a

determinacao da CLsp dos derivados.

Palavras-chave: Benzo[b]tiofeno, Reacdo de Gewald, Citotoxicidade, Artemia salina
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1 INTRODUCAO

Em decorréncia da resisténcia microbiana potencializada pelo uso
indiscriminado de antibiéticos, se torna evidente a necessidade de se desenvolver e
descobrir novos compostos que possuam atividade antimicrobiana.

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

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 biolégicas bem conhecidas, mantendo seu grupo farmacoférico,
para se obter compostos analogos ou homologos, 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
antibiotico ja existente, pode garantir que esse medicamento ndo seja mais
reconhecido restaurando e potencializando seu efeito (MADIGAN et al., 2010).

Os compostos com maior destaque para a realizacdo de modificacbes
moleculares sdo os 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 biol6gica, como por
exemplo, anti-inflamatéria (FAKHR et al., 2008), antitumoral (DALLEMAGNE et al.,
2003; NAIR & ABRAHAM, 1993), antimitotico (ROMAGNOLI et al., 2007),
antibacteriana (WANG et al., 1975) e antifungica (REDDY K; REDDY; SWAMY,
2009).

Apesar do grande numero de atividade biologica associados a esses
compostos, & necessario conhecer bem a toxicidade dos mesmos, para assim
avaliar a sua viabilidade como medicamento. Desta forma, testes como 0s ensaios
da liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), de quantificacdo de proteinas totais
(QPT), MTT e o vermelho neutro, sdo comumente usados para detectar a
citotoxicidade de compostos quimicos (ABREU, 2008; COSTA et al., 2009; FOTAKIS
& TIMBRELL, 2006).
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Contudo, é comum a esses testes, apesar de sua eficacia, a caracteristica de
serem muito caros e exigirem equipamentos, ambiente e treinamento especializado
(MEYER et al., 1982). Uma boa alternativa para minimizar essas desvantagens € a
utilizacdo do microcrustaceo Artemia salina como modelo para a avaliagcdo da
citotoxicidade de compostos quimicos, uma vez que podem ser obtidos a baixo
custo em “pet-shops”, sao testes rapidos, faceis e ainda ndo exigem condicbes
especiais para seu cultivo (MEYER et al., 1982; BARBOSA et al., 2007; LIMA et al.,
2009).

Ao longo desse trabalho serédo apresentados novos compostos derivados do
heterociclo tiofeno sintetizados via reacéo de Gewald, demonstrando o mecanismo e
as condi¢cBes reacionais, a caracterizacdo fisico-quimica e espectroscopica desses
compostos, bem como a avaliacdo de suas citotoxicidade frente a Artemia salina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COMPOSTOS DERIVADOS DO TIOFENO E SUA ATIVIDADE BIOLOGICA

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

Figura 1. Estrutura do tiofeno.

Uma das reacdes sintéticas empregadas na obtencdo de tiofeno e seus
derivados é através da reacdo de Gewald, relatada pela primeira vez em 1961 por
Karl Gewald (ERTUZUN, 1986; GEWALD, 1961). Consiste na condensagio
multicomponente entre uma acetonitrila a-substituida com cetonas ou aldeidos
alinfaticos a-ndo substituidos em presenca de uma base e enxofre elementar,
formando 2-aminotiofenos substituidos em bons rendimentos (PUTEROVA;
KRUTOSIKOVA; VEGH, 2010) (Esquema 1).

Rl
R! X

YH
R2 R? s NH,

Y=SH, H

Esquema 1. Esquema da reacao de Gewald.

Uma das metodologias mais antigas para obtencéo de tiofenos é a reacao de
Paal-Knorr, que consiste na reacdo de compostos 1,4-dicarbonilicos com alguma
fonte de enxofre (por exemplo: acido sulfidrico (H,S)), em especial os sulfatos de
fésforo como o Reagente de Lawesson ou sulfato de bis-(trimetilsilila) obtendo o anel
tiofénico também em bons rendimentos (HEWTON; KIMBER; TAYLOR, 2002)
(Esquema 2).
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Esquema 2. Esquema da reacao de Paal-Knorr.

Segundo Fakhr et al. (2008), os compostos derivados do tiofeno, em especial
0s benzo[b]tiofeno 2-substituidos (I) possuem grande variedade de propriedades
farmacéuticas, sendo comprovado em seus experimentos, boa atividade anti-
inflamatdria e analgésica nos compostos 5-nitro-benzo[b]tiofeno-2-carbohidrazida
(1), 4-(5-nitro-benzo[b]tiofeno-2-il)-semicarbazida (Ill) e 1-(5-nitro-benzo[b]tiofeno-2-
carbonil)-4-fenil-tiosemicarbazida (IV), até mais eficazes que o medicamento

comercial, Piroxicam (Figura 2).

O,N o
N g N\
S S NHNH,
[ I
S
o) NH, NH
O,N Nﬁ O,N HN—NH
\ NH
S s o)

I \Y
Figura 2. Compostos 2-benzo[b]tiofeno substituidos com atividade analgésica e
antiinflamataria.

Outro estudo mostra além de atividade anti-inflamatoria, atividade
antioxidante em derivados 2-amino-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carboxamida-
N-substituidos (I), onde segundo os autores, a presenca do grupo hidroxila na
posicdo orto contribui para a atividade dos compostos (REDDY K.; REDDY P.;
SWAMY S.R., 2009). Ramanathan et al. (1978) sintetizaram derivados 2-amino-
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4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]tiofeno (Il e Ill) e avaliaram suas atividades anti-

inflamatdria e analgésica, obtendo atividade comparavel a Aspirina (Figura 3).

(e}
| cl 1 1
1 1
N R R
T ] |
S N—G—X S N=——CHR? S N—R?2
I H
. . . e
X = 2-hidroxi-3,5-dinitrofenil R! = Carbetoxi- R! = carboxamido-
2-hid ifenil
iaroxitent R? = 3-metoxi-4-hidroxi-5-clorobenzal- R2 = H-

Figura 3. Derivados tiofénicos com atividade anti-inflamatoria.

Atividade antitumoral foi descrita por Ferreira et al. (2009) em derivados 2-
acil-3-ferrocenil-benzo[b]tiofenos (I) contra algumas linhagens de células tumorais
humanas (MCF-7, MCF-7 ADR, A431, HCT-15, A549, 2008, C13*, RH4), obtendo
resultados melhores que a droga referéncia Cisplatina. Shchekotikhin et al. (2009)
realizaram testes com derivados antra[2,3-b]tiofeno-5,10-dionas (Il) comprovando
atividade contra linhagens de células tumorais (L1210, Molt4/C8, CEM, K562,
K562/4) (Figura 4).

X
0 i O
R2
S
o HN
\/\X

X =NMe,, Rt=R?=H

Figura 4. Derivados tiofénicos com atividade antitumoral.

Sao relatadas ainda: atividades antibacterianas e antifingicas por Ferreira et
al. (2004) em derivados N-fenil-(2,3,5-trimetil-benzo[b]tiofeno-6-il)-amino (I) e por
Pinto et al. (2008) no éster etilico do 2-acido-3-fenilamino-benzo[b]tiofeno-carboxilico

(I); atividade antimicobacteriana em 5,5'-dinitro-2-(2,3-diaza-4-(2'-tienil)buta-1,3-
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dienil)tiofeno (RANDO et al., 2006) (lll); bem como atividade antimitética,
comprovada por Romagnoli et al. (2007) e Pinkerton et al. (2007) em 2-amino-6-
metil-3-(3',4',5'-trimetoxibenzoil)-benzo[b]tiofeno (1V) e 5-metil-2-[(tiofeno-2-carbonil)-
amino]-benzolb]tiofeno-3-N,N-dietil-carboxamida (V) respectivamente (Figura 5).

R2

0 & e L

R'=He OMe

R%=H e OMe
! R =H, OH, OMe n

R2=F, OH, OMe
s S
| / NH \ /
HsC N/\
o \\

\%

Figura 5. Derivados tiofénicos com atividade antibiotica (I - Ill) e antimitética (IV e
V).

Esses e outros resultados presentes na literatura comprovam a ampla gama
de atividades biologicas dos compostos derivados do tiofeno e acabam por
intensificar sua importancia para a quimica medicinal.

Apesar disso, ensaios preliminares de avaliagdo da toxicidade s&o
necessarios, para que assim seja possivel avaliar a viabilidade desses compostos
como medicamentos. Desta forma, diversos ensaios foram desenvolvidos e sao
amplamente utilizados para detectar a citotoxicidade desses compostos, dentre os
quais podemos citar: ensaios de liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), de
quantificacdo de proteinas totais (QPT), MTT e vermelho neutro (ABREL, 2008;
COSTA et al., 2009; FOTAKIS & TIMBRELL, 2006).

2.2 CITOTOXICIDADE
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No ensaio de LDH, quando ocorre a morte celular por danos membranares, a
lactato desidrogenase € liberado para o meio extracelular, onde é medida sua
atividade revelando a citotoxicidade do composto (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006).
Segundo os autores esse tipo de teste fornece resultados confiaveis em pouco
tempo além da relativa simplicidade para sua avaliacéo.

O teste colorimétrico de QPT demonstra indiretamente o
crescimento/proliferagdo celular durante a exposicdo da substancia que se deseja
avaliar a citotoxicidade. Diz-se indireta, pois ela ndo quantifica as células, mas sim a
guantidade de proteinas totais em seu interior que sao coradas pelo Azul Brilhante
de Coomassie (CBB-R250). Esse teste tem como vantagem a rapidez, sensibilidade
e a possibilidade de ser reprodutivel, contudo os resultados sdo dependentes do tipo
celular aplicado no teste (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006; ABREU, 2008; COSTA,
2009).

O ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-difeniltetrazdélio) consiste
em uma técnica colorimétrica que determina a proliferacdo celular a partir da
conversdo de um sal tetrazélio amarelo hidrossolivel em formazam azul insoldvel
pela clivagem do anel tetrazoélio pela succinato desidrogenase dentro da mitocéndria.
Como o formazam é impermeavel a membrana celular, ele se acumula dentro das
células sadias (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006), dessa forma a proliferacdo celular
pode ser medida espectrofotometricamente (LIU et al., 1997).

Assim como o QPT e MTT, o vermelho neutro (Hidroclorido de 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazina-hidroclorido) € em um ensaio colorimétrico onde o
corante € absorvido pelas células viaveis através de difusdo n&o-ibnica se
concentrando no meio intracelular, mais especificamente nos lisossomos. Ao sofre
alguma modificacdo na sua membrana ou na membrana do lisossomo ocorrera
diminuicdo na concentracdo de vermelho neutro na célula, podendo-se medir
espectrofotometricamente a viabilidade celular (PARIS et al. 2005). Em outras
palavras a concentracdo de vermelho neutro em um meio de cultura é equivalente
ao numero de células viaveis (TRIGLIA et al., 1991).

Apesar da sua eficicia, esses testes possuem a desvantagem de ter um
custo elevado e exigirem equipamentos, ambientes e treinamento especializado
(MEYER et al., 1982; LIMA et al., 2009). Com base nisso, a utilizacdo de Artemia
salina como modelo animal, vem sendo empregado como uma alternativa aos testes

de citotoxicidade.
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2.2.1 Artemia salina

Artemia salina é um microcrustaceo da ordem Anostraca (LIMA et al., 2009)
gue vive em habitats de agua salgada, capaz de tolerar um gradiente de salinidade e
temperatura de 4 a 250 g/L e 6 a 35°C respectivamente (VARO et al., 2002). Possui
ciclo de vida curto, e se reproduzem por parternogenia (KOUTSAFTIS & AOYAMA,
2007; NUNES et al., 2006).

Sao comercializadas como alimento para peixes, podendo ser obtidos a baixo
custo em pet-shops ou lojas de aquarismo na forma de cistos dormentes, o que
permite que sejam armazenados por anos sem eclodirem se mantidos devidamente
desidratados (KOUTSAFTIS & AOYAMA, 2007; MILANI & ZIOLLI, 2007).

Por esses motivos 0 modelo animal usando Artemia salina tem como
caracteristica ser rapido, barato, dispensa equipamentos e treinamento
especializado podendo ser realizado em qualquer laboratorio se demonstrando
como uma alternativa eficiente para avaliacdo da citotoxicidade de compostos
naturais e sintéticos (BARBOSA et al. 2007; LIMA et al., 2009; NASCIMENTO et al.
2008).

Meyer et al. (1982) ao utilizarem Artemias em testes de citotoxicidade frente
extratos de sementes de 41 espécies de euforbiacea obtiveram resultados de ClLsg
(Concentracdo Letal 50%) entre 2,4 e > 1000 pg/mL, sendo os valores acima de
1000 pg/ml considerados atéxicos. Lima et al. (2009) também realizaram testes com
extratos de espécies vegetais (Sonchus oleraceus), obtendo DLso (Dose letal 50%)
de 5,120 ppm, o que indicou uma baixa toxicidade.

As artemias também foram usadas por Var6 et al. (2002) para avaliar a
toxicidade de pesticidas organofosforados e carbamatos obtendo, apds 24 horas,
valores de CLsp de 9,3 e 3,19 mg/L nos pesticidas testados.

Foram realizados ainda testes com sal potassico de isolapachol e lapachol,
demonstrando alta toxicidade (CLgo de 1,54 ppm) para o isolapachol, enquanto o
lapachol (CLgo de 176.3 ppm) foi considerado néo toxico (LIMA et al., 2002).

Hoque & Islam (2008) fizeram uso das artemias frente a indofeninas
sintetizadas a partir de derivados do tiofeno, tiazol e isatina obtendo CLso que

variaram de 0,99 a 1,77ug/ml, demonstrando-se téxicos para as artemias.



22

Sendo assim, com base em dados de atividade antifUngica obtidas
recentemente por nosso grupo de pesquisa com alguns derivados sintéticos de
tiofeno, e com o intuito de aprofundar esses estudos e viabilizar possiveis ensaios
de atividade in vivo, sentimos a necessidade de sintetizar novas moléculas
derivadas do tiofeno e realizar testes de citotoxicidade frente a Artemia salina a fim
de determinar uma possivel dose terapéutica desses compostos bem como prever

seus efeitos téxicos.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Obter, caracterizar e avaliar a atividade citotéxica de novos derivados sintéticos
2-[(benzilideno)amino]-4,5,6,7-tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila frente a

Artemia salina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e purificar os novos derivados tiofénicos;

e Caracterizar e comprovar estruturalmente os novos compostos;

e Otimizar e adaptar a técnica de avaliacdo de citotoxicidade em modelo da
Artemia salina para 0s novos compostos;

e Determinar a citotoxicidade dos novos compostos frente a Artemia salina,

calculando a CLsg através do método estatistico PROBIT.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1.1 Reagentes e solventes

Para a obtencdo e caracterizacdo dos novos derivados propostos neste

trabalho, como também para a avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados os

seguintes solventes e reagentes, comerciais e P.A.:

e 2,3-dicloro-benzaldeido

e 2,4-dicloro-benzaldeido

e 2,6-dicloro-benzaldeido

e 3,4-dicloro-benzaldeido

e 3,4,5-trimetoxi-benzaldeido
e 4-bromo-benzaldeido

e 4-cloro-benzaldeido

e 4-dimetilamino-benzaldeido
e 4-fldor-benzaldeido

e 4-metil-benzaldeido

e 4-metoxi-benzaldeido

e 4-nitro-benzaldeido

e 5-bromo-2-metoxi-benzaldeido

e Acetato de etila

4.1.2 Balanca

Acido acético
Benzaldeido
Cloroférmio
Cloroférmio deuterado
Ciclohexanona
Dimetilsulfoxido
Enxofre

Etanol

Hexano

KBr
Malononitrila
Metanol
Morfolina

Tween 20

Para a pesagem dos reagentes e produtos foi utilizado uma balanca analitica

com quatro casas decimais OHAUS, modelo Adventurer.
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4.1.3 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 revelacdes foram feitas por luz ultravioleta (254 ou 365nm).
4.1.4 Ponto de fuséo

Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram determinados através
do aparelho Micro Quimica Modelo MQAPF — 302 e ndo foram corrigidos.

4.1.5. Espectroscopia de Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
'H) e de Carbono (RMN *3C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
foram obtidos em espectrémetros: Varian VNMRS de 400 MHz, Varian Unity Plus de
300 MHz, Varian Mercury de 200MHz e FT-NMR 60 MHz - ANASAZI e o tratamento
dos espectros foi feito no software MestReC 4.8.6.0.

4.1.6. Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos através da leitura dos discos de
KBr+compostos em um espectrometro IRPrestige-21, com os dados tratados com
auxilio do software Origin 6.0.

4.1.7 Espectrometria de massas

As medidas das massas exatas dos ions moleculares foram obtidas em um

Eletrospray Shimadzu LC/MS-IT-TOF em modo positivo.
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4.1.8 Aparato para avaliagdo da citotoxicidade

Foi utilizado um aquéario de vidro com 25cm de comprimento 12cm de largura
e 15 cm de altura. Para o preparo da 4gua marinha sintética, foi utilizado sal marinho
da marca Real Sea®, sendo preparado de acordo com as instrucdes do produto. As

artemias foram obtidas comercialmente na forma de cistos.

4.2 SINTESE

Os compostos sintetizados, tiveram como produto de partida o composto 2-
amino-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila  (6CN), sendo obtido pela
reacao de Gewald (Esquema 3) seguindo o procedimento experimental a seguir:

Em um balédo foi adicionado 19 g (0,193 mols) de ciclohexanona, 6,1845 g
(0,193 mols) de enxofre elementar, 12,7558 g (0,193 mols) de malonitrila e 150 ml
de etanol. Em seguida sob temperatura de 0 - 5°C foi adicionando gota a gota,
durante 30 minutos, 10,13 ml (0,117 mols) de morfolina. ApOs constatado término da
reagcdo (através de cromatografia em camada delgada), o produto foi colocado em
geladeira por 30 minutos. O precipitado formado foi filtrado em funil sintetizado e
lavado com etanol gelado duas vezes. Os cristais restantes foram separados e

secos em dessecador sob vacuo.

CN
é < _Morfolina j|\—/|©
Etanol
S

NH
2 (6CN)
Esquema 3. Reagéo de obtengdo do composto 6CN.

Para a sintese dos novos derivados do tiofeno proposto nesse projeto, foram
realizadas reacoes de substituicdo na funcéo 2-amino do composto 6CN através da

condensacgao com diferentes aldeidos aromaticos, conforme Esquema 4.
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NC

‘ ‘ Ar = (6CNO1) Fenil
(6CN02) 2,3-diclorofenil
HoN S (6CNO03) 4-bromofenil
2 (6CN) (6CNO04) 4-dimetilaminofenil
(6CNO05) 3,4-diclorofenil
Acido Acético (6CNO06) 2,6-diclorofenil
CHO Etanol (6CNO7) 2,4-diclorofenil
(6CNO08) 3,4,5-trimetoxifenil
(6CNQ9) 5-bromo-2-metoxifenil
(6CN10) 4-nitrofenil
(6CN11) 4-clorofenil
(6CN12) 4-metoxifenil
‘ ‘ (6CN13) 4-metilfenil
(6CN14) 4-flaorfenil

Ar

NC

YN S
(6CNO1 - 6CN14)

Esquema 4. Rota sintética para obtencao dos novos derivados do tiofeno.

O procedimento geral de sintese dos compostos finais foi: A um baldo de
fundo redondo Foi adicionado 500 mg (2,8 mmols) do composto 6CN mais um
equivalente do aldeido aromatico na presenca de 10 ml de etanol e 5-10 gotas de
acido acético como catalisador da reacdo. A solugéo foi entdo agitada a temperatura

ambiente até se constatar consumo total dos reagentes de partida.

4.3 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO

Apés ter sido confirmado o término das reacdes (atraves de cromatografia em
camada delgada), foi adicionado agua destilada (50 ml) aos baldes das reacdes, em
seguida o precipitado foi filtrado em papel filtro e lavado sucessivas vezes com agua
destilada. Depois de lavados e filtrados, os compostos foram colocados em
dessecador sob vacuo para secagem.

Para saber se o produto seco ainda continha impurezas, uma amostra de
cada produto foi colocada em placas de silica para o processo de cromatografia em
camada delgada utilizando como sistema eluente uma mistura binaria 8:2
(hexano/acetato de etila).

Depois de confirmada a pureza dos compostos, eles tiveram suas
caracteristicas fisico-quimicas determinadas (fator de retencdo, ponto de fusao,

aparéncia, solubilidade) assim como os calculos de rendimento.
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O fator de retencdo (R;y) foi obtido a partir da cromatografia em camada
delgada pela formula R; = d. / ds, onde d; € 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 entre
duas laminulas e entédo colocada no aparelho de ponto de fuséo.

A aparéncia dos compostos (cor e textura) foi avaliada visualmente pela
observacédo do produto sob fundo claro e escuro.

O rendimento foi calculado, pesando-se a massa do produto obtido em
gramas e em seguida calculado o niamero de mols referente & massa através da
férmula n°® = m / PM. Por fim foi calculada a porcentagem de rendimento pela
formula:

numero de mols do produto obtido x 100

numero de mols do produto de partida

Na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)
foi realizado, primeiramente, testes de solubilidade das substancias (1-2mg) em
metanol, cloroférmio e dimetilsulféxido (DMSO) para definir qual solvente seria o
melhor. Em seguida, cerca de 10 mg de cada um dos produtos foram solubilizados
com o solvente de escolha, sendo estes acondicionados em tubos de RMN. Por fim,
os tubos foram colocados no espectrémetro de RMN.

Para a espectroscopia de infravermelho foram preparados discos
transparentes, comprimindo uma amostra do produto (1-2mg) junto ao KBr,
utilizando uma prensa hidraulica numa pressdo de 7 toneladas. Os discos obtidos

apos prensagem foram lidos em espectrofotdmetro de infravermelho.
4.4 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE
Os testes de citotoxicidade frente a Artemia salina foram baseados na

metodologia proposta por Meyer et al. (1982) com algumas modificacdes para que

se adequasse a realidade dos compostos utilizados nesse trabalho.

4.4.1 Cultivo e coleta
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A ecloséo dos cistos ocorreu em um aquario adaptado com uma diviséria com
poros de 2mm, dividindo-o em duas partes desiguais, ficando o lado maior protegido
da luz, enquanto o outro iluminado por uma lampada. O aquario foi completado com
uma solucéo salina sintética preparada segundo o rotulo do produto e uma bomba
de ar foi responsavel por oxigenar a agua.

No lado protegido da luz foram adicionados os cistos de Artemia salina Leach,
adquiridos comercialmente, que apds 24-48 horas eclodiram. Devido seu carater
fototropico, os nauplius migraram através dos poros para o lado iluminado, onde
foram coletados para 0 experimento com uma pipeta Pasteur de vidro com o auxilio

de uma lupa.

4.4.2 Compostos testados

O teste de citotoxicidade frente a Artemia salina foi realizado com 11 dos 15
compostos sintetizados, sendo eles: 6CN, 6CN01, 6CN03, 6CN04, 6CN05, 6CNO07,
6CNO08, 6CN09, 6CN11, 6CN12, 6CN14.

4.4.3 Preparo das amostras

Foram pesados em balanc¢a analitica, 100 mg de cada um dos compostos a
serem testados, sendo posteriormente colocados em um béquer juntamente com 5
gotas de Tween 20 e 9,75 ml de solucado salina sintética, formando 10 mL de uma
solucéo (solucdo mae). Em seguida foram diluindo 1 ml da solu¢cdo méae em 9 ml de
solugéo salina formando uma segunda concentragdo C-2 do, qual foi retirado 1 ml
que posteriormente foi diluido em 9 ml de solugcdo salina (C-3) e assim
sucessivamente ate termos um total de 10 mL de 5 solugbes com um gradiente de
concentracdes variando a cada diluicdo 1/10.

1 ml de cada uma dessas soluc¢des estoque foi adicionada a tubos de ensaio
contendo 9 ml de solucéo salina e 10 nauplius recém eclodidos de Artemia salina, de
forma a cada tubo ficar respectivamente com concentracdes finais de 1000 pg/mL,

100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL. Quando necessario, foram preparadas
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concentracdes intermediarias a partir da diluicdo das concentracdes citadas, a fim de
se obter maior precisdo na determinacdo das CLso.

Visando evitar possiveis erros de amostragem, pipetagem, entre outros e para
o teste ter maior validade estatistica, cada uma das doses foi realizada em
quintuplicata, e em cada ensaio foi preparado um tubo controle negativo, contendo

apenas 10 ml de solucao salina e 10 nauplius recém eclodidos.

4.4.4 Obtencéo dos dados

Apds 24 horas da exposicdo dos nauplius aos compostos, 0 numero de
nauplius vivos e mortos em cada tubo foi contabilizado manualmente com auxilio de
uma lupa. Posteriormente foi calculada a média de mortes para cada concentracao

de cada composto testado.

4.4.5 Andlise dos dados

A partir dos dados obtidos, foi determinado a CLso dos compostos pela andlise
de regressao linear através do método estatistico Probit, de acordo com os
seguintes procedimentos:

Utilizando o software Microsoft Excel 2010, foi criada uma tabela com quatro
colunas (Tabela 1), onde na primeira foi colocado as concentracdes usadas no
experimento, na segunda o percentual da média de mortes para cada concentracao,
na terceira o logaritmo na 102 base das concentra¢cdes e na ultima coluna, o valor de
Probit, referente ao percentual da media de mortes, obtido a partir da tabela de
Finney (1952) (Figura 6).

Tabela 1. Tabela criada para realizar o calculo do Probit.

A B C D
1 | Concentragdo % M.M. Log. Conc. Probit
2 1000 92 3 6,41
3 100 90 2 6,28
4 10 80 1 5,84
5 1 52 ] 5,05
6 0,1 30 -1 4,48
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% 0 1 2 3 4 b 6 7 8 9

0 — 2467 2,95 3.12 3.26 3.36 3.46 3.62 3.69 3.G6
10 372 3.77 3.82 3.87 3.92 3.906 4.01 4.06 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.20 4.20 4.33 4.30 4.390 4.42 4.45
30 4.48 4.60 4.63 4.50 4.69 4.61 "4.64 4.67 4.09 4.72
40 4.76 4.77 4.80 4.82 4.80 4.87 4.90 4.92 4.95 4.97
60 §5.00 5.03 5.06 6.08 6.10 6.13 6.16 b5.18 5.20 6.23
60 5.26 ©6.28 6.31 5.33 6.36 5.30 G5.41 b.44 5.47 05.60
70 b6.62 5.65 6.68 O6.61 6.064 6.67 6.71 b6.74 5.77 b5.81
80 b5.84 05.88 5.92 5.96 6599 6.04 6.08 6.13 6.18 06.23
90 6.28 0.34 0.41 0.48 0.6 6.64 6.76 ©6.88 7.06 7.33

— 00° 01 02 03 04 05 06 07 08 0.9
99 7.33 7.37 741 746 7.61 7.68 7.06 7.76 '7.88 8.09

——

Figura 6. Tabela de conversédo do percentual da media de mortes para o Probit.
Fonte: Finney (1952)

Em seguida foi criado um grafico de dispersdo com linha de tendéncia com os
valores do logaritmo na 102 base das concentracdes pelo valor de Probit obtendo o

seguinte grafico (Gréfico 1).

Grafico de dispersao Log. Conc. x Probit
f ’ ’

[l E ‘
‘.E | il
2 X,
a /

A 4 4,5

2 -1 0 1 2 3 4
y =0,509x + 5,103
Log. Conc. R? = 0,9482

Grafico 1. Gréfico de dispersdo com linha de tendéncia.
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Como mostra o Grafico 1, o programa fornece junto ao grafico a equacao da
regressao linear, onde “y” se refere aos valores de Probit e “x” ao log das
concentracdes. E ainda é fornecido o R? que representa a confiabilidade dos dados
(coeficiente de linearidade), ou seja, quanto mais préximo de 1 for o R? mais linear é
a reta e mais confiaveis sao os dados.

Sendo assim, como queremos saber a concentracdo que mata 50% dos
individuos, substituimos o “y” da equagéao pelo valor 5, e a resolvemos obter o valor
de “X”, que é o logaritmo da concentragédo, no caso o logaritmo da CLsp. Feito isso

calculamos o inverso do logaritmo, obtendo assim o valor da CLs.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Para a sintese dos novos compostos desenvolvidos nesse projeto, utilizamos
a classica reacdo de Gewald e também reacfes de adicdo de aminas a carbonila. O
mecanismo reacional da reacédo de Gewald consiste inicialmente na condensacéo de
Knoevenagel, com posterior reacdo de substituicdo e ciclizacdo por intermédio do

meio basico e do enxofre elementar (Esquema 5)

O
‘ cN Base < > <CN
+ < - > —
CN -H,O CN

CN
CN S
S —
S, . - . | NH,
} s S
H Ng
A4

Esquema 5. Mecanismo reacional da reacdo de Gewald.

O mecanismo reacional da reacdo de adicdo da amina a carbonila de um
aldeido é representado na Esquema 6. A formacdo da imina se da através do
atagque nucleofilico do nitrogénio da amina a carbonila do aldeido (que nas
condi¢cdes reacionais (meio acido) encontra-se ainda mais eletrofilico) com perda de

uma molécula de agua.

CN H CN /@
N
0w
& >+ d -H20 %NCH
S S

Esquema 6. Mecanismo reacional da formagao da imina.
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Os resultados referentes a caracterizacao fisico-quimica e rendimentos das

reacdes encontram-se sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados.

Composto FM Aparéncia | Rendimento | PF (°C) Ri | PM
(%)
6CN CgoH10N2S P6 branco 82 144 - 145 | 0,44 | 178
6CNO1 Ci6H14N2S P6 amarelo 91 147 - 148 | 0,44 | 266
6CNO02 C16H12ClN2S | P6 amarelo 89 189-196 | 0,75 | 334
6CNO3 C16H13BrN2S P6 amarelo 90 156 - 158 | 0,66 | 345
6CNO4 CigH19N3S P6 amarelo 85 195-199 | 0,70 | 309
6CNO5 C16H12ClN2S | P6 amarelo 79 191-194 | 0,77 | 335
6CNO6 Ci16H12CI2N2S | P6 amarelo 86 183 -185 | 0,61 | 335
6CNO7 C16H12CIN2S | P6 amarelo 89 183 -184 | 0,75 | 335
6CNO8 Ci19H20N203S | P6 amarelo 89 193-194 | 0,27 | 356
6CNO09 C17H15sBrN2OS | PG amarelo 89 150 - 152 | 0,48 | 375
6CN10 C16H13N30,S | P6 amarelo 96 160 -173 | 0,25 | 311
6CN11 Ci6H13CIN2S | PO amarelo 86 146 - 149 | 0,56 | 300
6CN12 C17H16N20S P6 amarelo 95 123 -126 | 0,7 | 296
6CN13 Ci17H16N2S P6 amarelo 60 152 - 154 | 0,59 | 280
6CN14 Ci1sH19FN2S P6 amarelo 50 112 -115 | 0,61 | 314
FM: Formula molecular; PF: Ponto de fusdo; R;.: Fator de Retencdo; PM: Peso

molecular.

Diferentemente dos compostos finais sintetizados (que séo todos inéditos), o

6CN (produto usado como intermediario) ja foi descrito na literatura.
Gewald (1965) sintetizou o composto 6CN com rendimento de 70% (PF 147-

148°C). Em outra publicacdo Gewald, Schinke & Bottcher (1966) obtém o mesmo

produto através de duas vias, a primeira via consiste na citada nesse projeto (reacéao

one pot) (Esquema 3) onde conseguiu 86% de rendimento, jA a segunda via

consistiu primeiramente na reacdo entre ciclohexanona e malononitrila, em seguida
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o produto reagiu com o enxofre elementar e morfolina (Esquema 7), obtendo um

rendimento de 90%.

CN

CN CN
+ < E— + S —> ‘ ‘
cN CN Morfolina <

NH»
(6CN)

Esquema 7. Segunda via de obtencao do 6CN por Gewald et al. (1966).

Sridhar et al. (2007) relatam a sintese de 6CN utilizando também a reacédo de
Gewald, contudo substituindo a morfolina (usada originalmente na reacédo de
Gewald) por KF-alumina. A reag&o ocorreu de forma convencional e por microondas,
os resultados de rendimento foram 91% e 92% respectivamente (PF 147-148°C).

Comparando esses resultados com 0s nossos, a reagdo obteve um
rendimento satisfatério, sendo melhor que o obtido por Gewald (1965) e equivalente
a primeira via de Gewald, Schinke & Bottcher (1966). Em relacdo aos rendimentos
obtidos por Sridhar et al. (2007), o nosso néo foi tdo eficaz devido ao fato da
substituicdo da morfolina por KF-alumina, que comprovadamente causa boa
dispersao do sitio ativo do reagente e melhora sua seletividade.

Dessa forma, o nosso rendimento obtido (82%) é consideravelmente bom
devido as condi¢fes reacionais utilizadas. O ponto de fusdo obtido (144-145°C) foi
dois graus inferior as reagdes citadas (147-148°C), mas isso pode ser devido as
especificacdes e calibracdes dos aparelho utilizado para afericdo em cada um dos
casos.

Os demais compostos, se apresentaram na forma de pdé na coloracdo
amarela, variando apenas a tonalidade. A maioria dos compostos tiveram bons
rendimentos, sendo superior a 70%, contudo os compostos 6CN13 (60%) e 6CN14
(50%) foram excecdes. Com relacdo ao ponto de fusdo, a variacdo geral foi de 1 a
4°C, no caso dos compostos 6CNO02 (7°C) e 6CN10 (13°C) essa maior variagcao pode
estar relacionada com a presenca de diferentes estruturas cristalinas nos poés
obtidos.

A analise espectroscépica dos compostos sintetizados, resultaram em
espectros (graficos) como o Gréfico 2, 3 e 4 (Em anexo encontram-se os graficos de

RMN *H, 3C e IV referentes aos demais compostos sintetizados).
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Gréfico 3. Espectro de RMN **C do composto 6CNO09.
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Grafico 4. Espectro de infravermelho do composto 6CNO6.

Em seguida sdo descritos, os resultados da interpretacdo dos espectros de

RMN, Infravermelho e Massa:

2-amino-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CN):
RMN 'H (200 MHz, CDCls): &: 4,38 (2H, s, NHy); 2,38 — 2,44 (4H, m); 1,68 — 1,78
(4H, m). Infravermelho: 1524 (C=C); 2200 (CN); 2832 (-C-H); 2929 (=C-H);

2-[(benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CNO1):

RMN *H (200 MHz, CDCLs): d: 8.40 (1H, s, N=CH); 7,92 (2H, d, J = 2,0 Hz); 7,41 —
7,50 (3H, m); 2,63 — 2,70 (4H, m); 1,83 — 1,86 (4H, m); Infravermelho: 1566 (C=C);
2214 (CN); 2834 (-C-H); 2923 (=C-H). Massa calculada para CisH14N2S: 266,088,
M+1 encontrado: 267,094.

2-[(2,3-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO02):

RMN 'H (200 MHz, CDCly): &: 8,29 (1H, s, N=CH); 8,27 (1H, dd, J = 8,0, 1,6 Hz);
7,57 (1H, dd, J = 7,8, 1,6 Hz); 7,30 (1H, t, J = 8,0 Hz); 2,62 — 2,74 (4H, m); 1,80 —
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1,93 (4H, m). Infravermelho: 802 (C-Cl em meta); 1554 (C=C); 2221 (CN); 2947 (=C-
H);

2-[(4-bromo-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO03):

RMN *H (200 MHz, CDCls): &: 8,33 (1H, s, N=CH): 7,78 (2H, d, J = 8,2 Hz); 7,58 (2H,
d, J = 8,4 Hz); 2,64 — 2,71 (4H, m); 1,79 — 1,92 (4H, m). Infravermelho: 813 (C-Br);
1558 (C=C); 2221 (CN); 2943 (=C-H);

2-[(4-dimetilamino-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo|[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO04):

RMN *H (200 MHz, CDCls): &: 8,19 (1H, s, N=CH): 7,72 (2H, d, J = 9,0 Hz); 6,62 (2H,
d, J = 9,0 Hz); 3,00 (6H, s, N(CH3)); 2,39 — 2,59 (4H, m); 1,69 — 1,78 (4H, m).
Infravermelho: 1524 (C=C); 2217 (CN); 2929 (=C-H);

2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO5):

RMN *H (400 MHz, CDCls): 8: 8,31 (1H, s, N=CH); 7,99 (1H, d, J = 1,6Hz); 7,75 (1H,
dd, J = 8,4, 1,6Hz); 7,53 (1H, d, 8,4Hz); 2,66 — 2,71 (4H, m); 1,86 — 1,87 (4H, m).
RMN *3C (100 MHz, CDCls): &: 21,92; 22,99; 24,28; 25,26; 108,03; 114,17; 128,09;
130,62; 130,94; 133,48; 133,62; 134,99; 135,56; 136,32; 155,78; 158,55.
Infravermelho: 819 (C-CI); 1550 (C=C); 2217 (CN); 2832 (-C-H); 2950 (=C-H). Massa
calculada para Ci6H12CI2N,S: 334,010, M+1 encontrado: 335,013.

2-[(2,6-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO6):

RMN *H (200 MHz, CDCls): : 8,75 (1H, s, N=CH); 7,38 (2H, dd, J = 7,0Hz); 7,28
(1H, t, J =6,4 Hz); 2,65 — 2,74 (4H, m); 1,79 — 1,92 (4H, m). Infravermelho: 783 (C-ClI
em orto); 1554 (C=C); 2214 (CN); 2943 (-C-H);

2-[(2,4-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO7):
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RMN *H (200 MHz, CDCls): &: 8,74 (1H, s, N=CH); 8,27 (1H, d, J = 8,6 Hz); 7,41 (1H,
d, J=2,0Hz); 7,32 (1H, dd, J = 8,6, 1,2 Hz); 2,64 — 2,73 (4H, m); 1,79 — 1,92 (4H,
m). Infravermelho: 671 (C-Cl em orto); 1562 (C=C); 2217 (CN); 2931 (-C-H);

2-[(2,4,5-trimetoxi-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO8):

RMN *H (400 MHz, CDCls): &: 8,31 (1H, s, N=CH); 7,17 (2H, s); 3,93 (9H, d, J = 6,4,
OCHg); 2,65 — 2,71 (4H, m); 1,84 — 1,89 (4H, m). RMN *3C (100 MHz, CDCls): &:
22,00; 23,07; 24,32; 25,19; 56,28; 61,02; 106,33; 106,44; 114,49; 130,41; 132,17,
135,20; 142,03; 153,52; 158,55; 159,84. Infravermelho: 1127 (C-O-C axial simétrico);
1329 (C-O-C axial assimétrico); 2212 (CN); 2832 (-C-H); 2935 (=C-H). Massa
calculada para Ci19H20N203S: 356,119, M+1 encontrado: 357,123.

2-[(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-
carbonitrila (6CN09):

RMN *H (400 MHz, CDCly): &: 8,76 (1H, s, N=CH); 8,31 (1H, s, J = 2,4 Hz); 7,51 (1H,
dd, J = 2,8 Hz); 6,81 (1H, d, J = 8,8 Hz); 3,89 (3H, s); 2,65 — 2,71 (4H, m); 1,83 —
1,88 (4H, m). RMN **C (100 MHz, CDCls): &: 22,00; 23,05; 24,30; 25,21; 55,91;
107,04; 112,93; 113,82; 114,43; 125,32; 130,51; 132,70; 135,22; 136,05; 153,38;
158,73; 160,24. Infravermelho: 804 (C-Br); 1270 (C-O-C axial simétrico); 1472 (C-O-
C axial assimétrico); 2215 (CN); 2834 (-C-H); 2943 (=C-H). Massa calculada para
C17H15BrN>OS: 374,009, M+1 encontrado: 375,014.

2-[4-nitro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CN10):

RMN *H (200 MHz, CDCls): 8: 8,41 (1H, s, N=CH); 8,27 (2H, t, J = 8,8 Hz); 8,06 (2H,
t, J = 8,8Hz); 2,63 — 2,73 (4H, m); 1,84 — 1,87 (4H, m). Infravermelho: 2947 (=C-H);
2221 (CN); 1596 (C=C); 1335 (NOy).

2-[(4-cloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CN11):

RMN 'H (200 MHz, CDCls): &: 8,32 (1H, s, N=CH); 7,83 (2H, d, J = 8,4 Hz); 7,33 (2H,
d, 8,4 Hz); 2,65 (4H, d, J = 58 Hz); 1,83 (4H, s). Infravermelho: 818 (C-Cl); 2221
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(CN); 2838 (-C-H); 2943 (=C-H). Massa calculada para Ci6H13CIN,S: 300,049, M+1
encontrado: 301,054.

2-[(4-metoxi-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo|[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CN12):

RMN *H (400 MHz, CDCls): &: 8,34 (1H, s, N=CH); 7,86 — 7,89 (2H, m); 6,95 — 6,97
(2H, m); 3,87 (3H, s, O-CHa); 2,64 — 2,69 (4H, m); 1,83 — 1,88 (4H, m); RMN *3C (100
MHz, CDCl3): &: 22,03; 23,11; 24,30; 25,17; 55,49; 105,85; 114,38; 114,69; 128,04;
131,39; 131,46; 134,88; 158,41; 160,61; 163,14. Infravermelho: 1162 (C-O-C axial
simétrico); 1251 (C-O-O axial assimétrico); 1559 (C=C); 2213 (CN); 2836 (-C-H);
2935 (=C-H). Massa calculada para C;7H1sN2OS: 296,098, M+1 encontrado:
297,103.

2-[(4-metil-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzol[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CN13):

RMN *H (60 MHz, CDCls): &: 8,41 (1H, s, N=CH); 7,80 — 7,94 (2H, m); 7,23 — 7,37
(2H, m); 2,72 (4H, m); 2,47 (3H, s); 1,79 — 2,01 (4H, m). Infravermelho: 1591 (C=C);
2219 (CN); 2861 (-C-H); 2925 (=C-H).

2-[(4-flaor-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CN14):

RMN *H (300 MHz, CDCls): &: 8,36 (1H, s, N=CH); 7,90 — 7,95 (2H, m); 7,11 — 7,16
(2H, m); 2,63 — 2,70 (4H, m); 1,80 — 1,90 (4H, m). RMN *3C (100 MHz, CDCly): &:
21,94, 23,01; 24,26; 25,17; 107,03; 114,45; 116,01; 116,31; 131,35; 131,44; 131,57;
132,50; 135,15; 157,31; 159,49; 163,52. Infravermelho: 1574 (C=C); 2219 (CN);
2861 (-C-H); 2922 (=C-H).

Os espectros de RMN foram realizados utilizando CDCI; como solvente. As
multiplicidades dos sinais sédo indicadas pelas seguintes abreviagdes: simpleto (s),
dupleto (d), duplo dupleto (dd), duplo tripleto (dt), tripleto (t), quadrupleto (q),
multipleto (m). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm e as
constantes de acoplamentos (J) em Hz.

Os valores de deslocamento quimico e constante de acoplamento do RMN *H

e RMN '3C encontrados, bem como as bandas de absorcdo do espectro de
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infravermelho e os valores das massas exatas dos ions moleculares encontrados

estdo todos de acordo com os valores esperados, 0 que confirma e comprova a

estrutura quimica das moléculas.

5.2 TESTES DE CITOTOXICIDADE

Os valores de CLsp bem como a estrutura quimica dos compostos testados

frente a Artemia salina encontram-se na Tabela 2.

Tabela 3. Valores de CLsg frente Artemia salina.

Composto Estrutura CLso em pg/ml
oN
6CN | | 22,84
S NH,
o
6CNO1L O‘\—/(J@ 187,1
57N\ —
o N
6CNO3 O@(ﬂ >1000
N\ —
o N(CHa);
6CN04 O@(J@/ 91,62
N\ —
CN cl
6CNO5 O‘\—/‘(Jij[ >1000
s N\ — o
6CNO7 369,65

CN al
cl




OCH3

CN OCH;
6CNO8 ©|\—/|< >1000
s N— OCHs
Br
CN
6CNO9 ©|\—/|( 0,63
S N—
OCH3
CN al
6CN11 O@(J@/ 76,03
s N—
CN OCHs
6CN12 O‘\—/‘(Jij/ 749,45
s N—
6CN14 679,61

O
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O composto de partida 6CN (22,84 ug/ml) se apresentou muito citotoxicos. Ao

ser comparado com o 6CNO1 (187,1 pg/ml), observa-se que a adicdo do aldeido

aromatico tende a reduzir a sua citotoxicidade, o que pode ser comprovado ao

observar os demais compostos testados. A Unica excecdo € o 6CN09 que teve o

menor valor de CLsp (0,63 pg/ml) entre os compostos, demonstrando-se altamente

toxico frente as artemias.

Com relagdo aos compostos com aldeidos p-monosubstituidos, o0 6CNO3 é o

anico que se apresentou atoxico, uma vez que sua Clso € superior a 1000 pg/ml

(Meyer et al., 1982). J&4 0 6CN12 e 6CN14 demonstraram moderada citotoxicidade

possuindo ClLso entre 1000 e 500 pg/ml, enquanto os compostos 6CN04 (91,62

png/ml) e 6CN11 (76,03 pg/ml) tiveram CLsg inferior a 100 pg/ml, possuindo assim

alta citotoxicidade.
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O 6CNO7 também se demonstrou toxico ao teste realizado, tendo CLsy de
369,65 pg/ml. Contudo, ao modificar a posi¢do do radical cloro no aldeido, de orto
para meta, o0 composto se torna atdxico, como € observado em 6CNO5.

Assim como o0 6CNO03 e o 6CNO05, o composto 6CN08 também se apresentou

atoxico.
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6 CONCLUSOES

Foram sintetizados 14 novos derivados 2-[(benzilideno)amino]-4,5,6,7-
tetraidro-4H-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila todos sob a forma de pé na cor amarela
variando apenas de tonalidade, e um intermediario sob a forma de p6 de cor branca.

A rota sintética empregada se apresentou eficiente para a sintese dos
compostos, uma vez que eles apresentaram bons rendimentos, variando de 79%
(6CNO5) a 96% (6CN10), tendo como excecao apenas 0s compostos 6CN13 (60%)
e 6CN14 (50%), e ainda tendo uma grande facilidade de purificacdo, ndo havendo
necessidade da utilizacdo de processos cromatograficos, como por exemplo
cromatografia em coluna.

Todos o0s compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas
determinadas, como também sua estrutura comprovada pelas técnicas de
espectroscopia de Infravermelho, espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio de Carbono e espectrometria de massas.

O ensaio de citotoxicidade frente ao modelo animal Artemia salina mostrou-se
apto e viavel na determinacédo da CLsy dos compostos, onde 11 compostos tiveram
sua citotoxidade avaliada, desses 3 se apresentaram atoxicos (6CN03, 6CNO5 e
6CNO08 com valores de CLsp superiores a 1000 pg/ml), enquanto os demais
apresentaram de moderada a alta citotoxicidade com valores de CLso variando de
0,63 a 749,45 pg/ml.
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ANEXO | = ESPECTROS DE INFRAVERMELHO

2-amino-4,5,6,7-tetraidro-benzolb]tiofeno-3-carbonitrila (6CN)
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2-[(benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CNO1)
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2-[(2,3-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila

(6CN02)
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2-[(4-bromo-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila

(6CNO3)
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2-[(4-dimetilamino-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo|[b]tiofeno-3-
carbonitrila (6CNO04)

90 -
60

(') BouBqiosgy

3000 2500 2000 1500 1000 500
Freguencia om”

3500

4000

56



2-[(3,4-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila

(6CNO5)
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2-[(2,6-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila

(6CNO06)
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2-[(2,4-dicloro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
(6CNO7)
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2-[(2,4,5-trimetoxi-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-

carbonitrila (6CNO08)
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2-[(5-bromo-2-metoxi-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-

carbonitrila (6CNQ09)
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