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RESUMO

O avanco da quimica organica proporcionou maior competitividade dos produtos sintéticos
quando comparados aos produtos naturais em diversos setores industriais. Na terapéutica
atual, por exemplo, predomina-se o uso de firmacos de origem sintética. A quimica medicinal
permite através da técnica de modificacdo molecular a obtencdo de novos medicamentos. Os
compostos heterociclicos sdo atualmente bastante utilizados como base para essa modificagado
molecular, visto que correspondem a cerca de 65% dos fadrmacos empregados na terapéutica,
de onde 95% desses apresentam-se nitrogenados, e outros 25% apresentam atomos de enxofre
em sua composi¢do quimica. Dentre esses, os derivados 2-aminotiofeno apresentam uma
enorme gama de atividades bioldgicas ja comprovadas, porém testes de toxicidade sao
relativamente escassos. Dessa forma, esse trabalho visa a sintese, caracterizagdo, assim como
a avaliacdo da citotoxicidade de derivados 2-[(benzilideno)amino]-5,6-diidro-4H-
ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila. Para obtencdo dos compostos finais desejados, foi
planejada uma sintese em duas etapas, partindo da obtencdo do intermedidrio 2-amino-5,6-
diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila, que foi obtido através da reacao de Gewald, em
seguida esse foi posto a reagir com 11 diferentes aldeidos arométicos através de uma
condensagdo 4acido catalisada gerando os compostos finais em excelentes rendimentos (71-
99%), demonstrando a viabilidade sintética e a boa adequacdo da metodologia de sintese, com
grande facilidade e rapidez de purificacdo. Todos os compostos foram caracterizados e
tiveram suas estruturas confirmadas por analises de RMN 'H e Infravermelho. Em seguida
foram realizados os testes de citoxicidade através do bioensaio de letalidade utilizando
Artemia salina Leach como bioindicador. Foram utilizadas cinco diferentes concentragdes dos
compostos teste (0,1, 1, 10, 100 e 1000 pg/mL), e a determinagdo das CLs foi feito através do
método estatistico PROBIT. Os bioensaios de citotoxicidade demonstraram que cinco
compostos se mostraram atdxicos, enquanto sete se mostraram toxicos na faixa de
concentragdo avaliada. Os compostos SCN04 e SCNO3 destacaram-se como 0s compostos
mais toxicos (CLsyp de 0,42 pg/mL e 5,99 pg/mL, respectivamente). Enquanto que os
compostos SCNO5, SCN06, SCNO7, SCNI10 e 5CNI1 mostraram-se atdoxicos com CLsg
superiores a 1000 pg/mL.

Palavras-chave: 2-Aminotiofeno, Artemia salina Leach, citotoxicidade, ciclopenta[b]tiofeno.
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1. Introducao

O avanco da quimica organica propiciou o destaque em diversidade e competitividade
dos produtos sintéticos quando comparados aos produtos naturais em diversos setores
industriais. Na terapéutica, por exemplo, atualmente predomina-se o uso de farmacos de
origem sintética enquanto que o uso de produtos naturais predominou na primeira metade do
século passado (FERREIRA et al., 1997).

A sintese organica desenvolveu-se mais rapidamente na segunda metade do século
XX, devido a descoberta de muitas reagdes novas, novos catalizadores, condi¢des reacionais
(por exemplo: sintese em fase solida, microondas) (AMARAL & MONTANARI, 2002). Os
principais alvos escolhidos ao longo dos anos foram os produtos cuja complexidade
estrutural, poténcia e diversas atividades bioldgico-farmacoldgicas despertassem grandes
interesses cientificos e medicinais, permitissem o desenvolvimento de novos medicamentos e
beneficiassem a sociedade (CORREIA et al., 2002).

A quimica medicinal, por sua vez, através da técnica de modificagdo molecular,
permite a obteng¢ao de novos medicamentos. Esta técnica consiste na realizacao de pequenas
modificacdes na estrutura de um composto possuidor de estrutura quimica e atividades
bioldgicas bem conhecidas (mantendo constante seu grupo farmacoférico) obtendo-se novos
compostos analogos ou homologos, sem perda das principais propriedades do grupo
farmacoforico (MONTANARI, 1995).

Os compostos heterociclicos sdo atualmente bastante utilizados como base para essa
modificacdo molecular, visto que correspondem a cerca de 65% dos farmacos empregados na
atual terapéutica, de onde 95% desses apresentam-se nitrogenados, € outros 25% apresentam
atomos de enxofre em sua composi¢ao quimica (BARREIRO & FRAGA, 2001).

Como umas das fases na descoberta de novos farmacos, faz-se necessario a realiza¢ao
de testes de toxicidade, de forma a avaliar ou prever os possiveis efeitos toxicos de
substancias nos sistemas biologicos. Dentre esses testes de toxicidade, os testes que utilizam o
microcrustaceo Artemia salina Leach sdo bastante conhecidos para determinar a toxicidade
em bioensaios que utilizam a CLsy (concentragao letal média) para a avaliagdo de atividades
biologicas (NUNES, 2008).

Tendo em vista a necessidade da constante busca por medicamentos mais eficazes,
potentes, seguros € com menores efeitos colaterais, esse trabalho visa a sintese, caracterizagao
e avaliagdo da citotoxicidade de derivados 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-

carbonitrila (que apresentaram promissora acdo antifingica (ARAUJO, 2010) através de



bioensaios realizados com Artemia salina por meio do célculo da CLs (concentragdo letal

média).



2. Referencial Tedrico

2.1. Avanco da Quimica Medicinal

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a
Quimica Medicinal, ¢ uma disciplina que se baseia na quimica, mas que envolve as ciéncias:
biologica, médica e farmacéutica (GUIDO, ANDRICOPULO & OLIVA, 2010). Esta
disciplina objetiva o planejamento, descoberta, invengdo, identificagcdo e preparacdo de
compostos biologicamente ativos (protétipos), o estudo do metabolismo, interpretagdo do
mecanismo de acdo a nivel molecular e a construcao das relagdes entre a estrutura quimica e a
atividade biologica (LIMA, 2007).

O avango significativo da quimica e biologia propiciou a melhor compreensao das vias
bioquimicas e metabdlicas, dos alvos moleculares e dos mecanismos que levam ao
aparecimento e desenvolvimento de doencas. Esse avango tornou possivel a descoberta de
inovagoes terapéuticas, proporcionando melhorias na qualidade de vida da populagdo mundial
(LIMA, 2007).

Nas ultimas décadas, o processo da descoberta de farmacos utilizou e beneficiou-se do
advento destas novas tecnologias. Sua introdu¢do levou a obten¢do de um nimero maior de
farmacos, com reducdo de custos (LIMA, 2007). Grande maioria dos fairmacos utilizados na
terapéutica atual derivaram da utilizagdo da estratégia de modificagcao molecular, cuja técnica
permite fazer o melhoramento da estrutura do protétipo, através de modificagdes planejadas.

Essas reacdes sdo agora realizadas de forma a serem mais eficientes, seletivas, menos
poluentes e que possam ser conduzidas em condi¢des simples de trabalho, melhorando os

processos de sintese ja conhecidos (NAVARRO et al., 2005).



2.2. Modificacao Molecular

A estratégia da modificagdo molecular caracteriza-se pela utilizagdo da estrutura
quimica basica de um composto prototipo com comprovada atividade bioldgica
(farmacoforo), e a partir deste, da realizacdo de pequenas modificagdes estruturais que
geralmente promovem pequenas modificagdes no perfil farmacocinético ou farmacodindmico
do composto protétipo, gerando compostos analogos e homologos, sem no entanto promover
perdas muito significativas em sua atividade bioldgica inicial. (MONTANARI, 1995).

Para que um prototipo seja considerado um candidato a farmaco, alguns fatores devem
ser considerados, tais como: simplicidade estrutural - com possibilidade de modificac¢des,
visando a otimizacao de seu perfil farmacoterapéutico; possuir situacao patentaria favoravel e
apresentar boa propriedade farmacocinética (SIQUEIRA, 2010).

Os derivados 2-amino-tiofénicos apresentam além da simplicidade estrutural, o que
permite que sejam realizadas modificagdes em sua estrutura, diversas atividades biologicas
associadas ja descritas na literatura, como por exemplo: atividades antibacterianas, antivirais
(anti- HIV), atividade anticancerigena (cancer de figado) entre outras (SIQUEIRA et al.,
2010).



2.3. Importancia dos Derivados Tiofénicos
O tiofeno ¢ um hidrocarboneto ciclico, de formula molecular C4H4S (Figura 1). Trata-

se também de um composto heteroaromatico visto que um dos pares de elétrons livres do

enxofre tem potencial para participar da ressonancia conjuntamente com elétrons © das duplas

RS
H™ g~ ~H

Figura 1. Estrutura do composto heterociclico - tiofeno

ligagoes.

Atualmente, a sintese de compostos contendo atomos de enxofre em sua composicao ¢
de grande interesse, tanto pelo seu uso como intermedidrio sintético como pelo seu potencial
biologico.

Atividades antitumorais (NAIR & ABRAHAM, 1993), antivirais (BONINI et al.,
2004) e antiglautomatosas (BALDWIN et al., 1989; DANTANARAYANA et al., 1997) ja
sdo relatadas na literatura.

Destacam-se também as atividades: analgésicas e antiinflamatorias (HARRINGTON
et al., 1972; DURETTE et al., 1987; MATSUO et al., 1996; MENG et al., 1998; TALLEY et
al., 2006), antibacterianas, antifungicas e herbicida.

Foram evidenciadas atividades antibacterianas em derivados tiofeno-4,5-dibromados
(HARRINGTON et al., 1972, ELBE et al., 1998) e tri- e tetra- substituidos (I) (BERGE et al.,
2006), sendo que a atividade antimicrobiana desses ultimos se da por inibi¢do do RNA¢

bacteriano metionil sintetase (MRS) (Figura 2).

@

Ry Ri H

R3 S (CH2)3 Z
R4

Ry, Ry, R3, Ry = H, halogeneos, alquil, alquinos
X = heteroaril

Figura 2. Derivado com atividade antibactericida



Outros derivados foram empregados com sucesso como fungicidas para agricultura e
horticultura (HIROTA et al., 1984) onde se destacaram os derivados 3-sulfoniluréias

substituidos (estrutura geral III) (SHAPIRO, 1984; SHAPIRO, 1985; SHAPIRO, 1987)
(Figura 3).

N
L

R4

I
SOZNHCNH4<C>
N
S

R Ro
(1)

R =H, Cl, Br, Etil, SMe
R; = Me, OMe
R,, R3 =H, Cl, Br, Me

Figura 3. Derivado com atividade antifungicida

Recentemente Dallemagne et al. (2003) relataram a sintese e a citotoxicidade de varios

novos compostos relacionados ao ciclopenta[c]tiofeno, entre os quais alguns exerceram uma

atividade antitumoral in vivo (Figura 4).

~ T TV TV

Figura 4. Derivados com atividade antitumoral

Derivados 2-(N-haloalquiltiosulfonamido)-tiofenos (VI) (Figura 5) (EDWARDS,
1976) entre outros (NAGALI et al., 1983; SANDMEIER & SECKINGER, 1984; EURKART
et al., 1989) demonstram importante atividade antifungica, com atividade in vivo superior as

drogas referéncias miconazol e clotrimazol frente a diversas cepas de microorganismos dos

géneros Candida e Trichophyton.
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X, Y, Z = H, alquil, halogénio, nitro
R; = H, alquil, aril
R, = haloalquil

Figura 5. Derivados com atividade antifungica

O derivado benzo[b]tiofeno (Figura 6) apresentou também moderada atividade
antifingica contra espécies do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, e C.

tropicalis) e espécies do género Aspergillus (4. fumigatus, A. niger, e A. flavus) (PINTO et

al., 2008).

Figura 6. Derivado do benzo b]tlofeno com atividade antifungica

Outras importantes atividades de derivados do anel de tiofeno também sao encontradas
na literatura, como a potente atividade leshmanicida de derivados de tiofeno contra
Leishmania infantum LV9 (RAM et al., 1997), atividade antiprotozoaria de derivados de
tiofeno para promastigotas de Leishmania amazonensis, L. brasiliensis andi. infantum com

100% de lise a 100 mg/mL (LIMA et al., 2009).



2.4. Importancia de Testes de Citotoxicidade

A avaliagdo de toxicidade geral ¢ considerada fundamental como bioensaio preliminar
no estudo de substancias com propriedades bioldgicas. Os testes de toxicidade sao
ferramentas confidveis para estimar as concentragdes nas quais produtos toxicos podem
provocar efeitos deletérios sobre os organismos (BARBIERI, 2004).

Virias técnicas sao utilizadas para a verificacdo da toxicidade de substancias, dentre
elas a obtencao de dados a partir da utilizacdo de microrganismos, animais de laboratério ou
seres humanos (FARIAS; IMADA; KATAYAMA, 2010). Sendo assim, se trata de um
bioensaio preliminar essencial no estudo de substincias com atividade bioldgica que visa
simular suas possiveis interagdes com o organismo (CAVALCANTE et al, 2000).

O primeiro tipo de teste toxicologico a ser realizado ¢ de agudo-letal, que visa analisar
a exposicao de 24h a 48h do composto com o organismo bioindicador. Nesse teste analisa-se
a taxa de sobrevivéncia deste ao produto testado, ou seja, se observa os danos causados ao
organismo teste e a concentra¢cdo que provoca a morte de 50% dos mesmos, representada pela
sigla CLso (CAVALCANTE et al, 2000; BAROSA et al, 2003). Neste trabalho, a Artemia

salina Leach foi utilizada como bioindicador.

2.5. Testes em Artemia salina

A artemia sp ¢ um microcrustaceo da ordem Anostraca que vive em aguas salgadas e
salinas. E também uma das espécies que ndo sofreu modificagdes ao longo do tempo,
permanecendo com a mesma estrutura por milhdes de anos (Figura 7) (FARIAS; IMADA;

KATAYAMA, 2010).

Figura 7. Individuo adulto da espécie Artemia salina

Figura extraida de: http://andrerossanez.blogspot.com/2009/09/arthropoda-3.html




Sao de facil acesso, seus cistos sdo encontrados facilmente em lojas de aquarismo, e
apresentam um ciclo de vida rapido, cerca de 24 a 48 horas para eclodir (FARIAS; IMADA;
KATAYAMA, 2010). Ela ¢ bastante utilizada em testes de toxicidade aguda devido a sua
capacidade para formar cistos dormentes, sua praticidade de manuseio e cultivo, por ser um
método rapido e barato, além de ser um bioindicador capaz de uma avaliagdo toxicologica
pré-clinica (BAROSA et al, 2003).

O teste de toxicidade de uma substancia a partir da Artemia sp ¢ um teste rapido e de
baixo custo, requer pouca quantidade da amostra e ndo necessita de métodos assépticos ou
equipamentos especiais. O teste visa verificar a relacdo entre a taxa de sobrevivéncia da
Artemia sp em relagdo a concentracdo da substancia a ser misturada na 4dgua de controle

(FARIAS; IMADA; KATAYAMA, 2010).



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Sintetizar ¢ caracterizar novas moléculas derivados de 2-[(benzilideno)amino]-5,6-
diidro-4H-ciclopenta/b/tiofeno-3-carbonitrila e avaliar sua citotoxicidade através de

bioensaios realizados com Artemia salina.

3.2. Objetivos Especificos

e Promover a sintese quimica de novos compostos derivados do tiofeno;

e Verificar as caracteristicas fisico-quimicas e rendimentos dos novos compostos
sintetizados;

e Caracterizar estruturalmente os novos compostos obtidos através de diferentes
métodos espectroscopicos;

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos em bioensaios utilizando Artemia salina
através do célculo da CLsy (concentragdo letal média), através do método estatistico

PROBIT.



4. Metodologia

4.1. Parte Quimica

4.1.1. Materiais

Reagentes
e Ciclopentanona;
e Malononitrila;
e Morfolina;
e FEnxofre;
e Benzaldeido;
e 4-bromo-benzaldeido;
e 3.4-dicloro-benzaldeido;
e 2 6-dicloro-benzaldeido;
e 2.3-dicloro-benzaldeido;
e 2.4-dicloro-benzaldeido;
e 3.4 5-trimetdxi-benzaldeido;
e 5-bromo-2-metodxi-benzaldeido;
e 4-nitro-benzaldeido;
e 4-cloro-benzaldeido;

e 4-metoxi-benzaldeido.

Solventes

e Cloroformio Deuterado (CDCls);

e Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6);
e Etanol;

e Acido Acético;

e Hexano;

e Acetato de etila;

e Tween 20;

e Agua Destilada.



Equipamentos

Ponto de Fusdo - Micro quimica modelo MQAPF-302
Balanca - OHAUS modelo Adventurer

I.V. — Espectrofotometro modelo IRPrestige-21

R.M.N. — Espectrofotometro Varian Mercury/200 MHz

Softwares

R.M.N. - MestReC 4.8.6.0.
I.V. - Origin 6.0

Excel — Windowns 7

Cromatografia

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas Fluka
silica gel 60 F254 nm, de 0,2mm de espessura. As revelagdes foram feitas por luz ultravioleta
(254 ou 366 nm). Todos os solventes utilizados nos sistemas de elui¢do possuiam

especificagdo P.A.



4.1.2. Sintese do composto de partida

O composto 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila foi obtido
através da classica reacdo de Gewald (Esquema 1), que consiste na condensagdo
multicomponentes de uma cetona ciclica (ciclopentanona) com um composto metileno ativo
(malononitrila) em meio etandlico e enxofre elementar na presenga catalitica de uma base
(morfolina). Essa reacdo foi realizada em banho de gelo, a morfolina foi adicionada durante
um intervalo de vinte minutos a temperatura de 0-5 °C. Apds duas horas de reacdo
comprovada por cromatografia em camada delgada (CCD) em um sistema 7:3 hexano/acetato,
foi verificado o término da reacdo. A reacdo foi posta no rotaevaporador para diminui¢do do
volume (metade do volume inicial) e em seguida foi posta no refrigerador para formagado de
cristais. Os cristais formados foram filtrados em funil sinterizado e a purificacdo se deu

através de lavagens sucessivas com etanol gelado.

CN CN

Morfolina
+ + S
Etanol ‘ ‘

CN 0-5°C

S
@
Esquema 1. Rota de obtencao do composto de partida SCN (Aduto de Gewald)

NH»>

4.1.3. Sintese dos novos derivados

Utilizando como produto de partida o composto (1), novos derivados de tiofenos

foram obtidos. Para tanto foram realizadas reacdes de substituicdo na funcdo 2-amino

(Esquema 2) através da condensagdo com aldeidos aromaticos, fornecendo as respectivas
iminas (Tabela 1).
CN

NC
T, 2= Q0
(1? N @‘CHO —N S

Esquema 2. Rota de obten¢ao das iminas derivadas do aduto de Gewald

Ha



Tabela 1. Compostos sintetizados e seus respectivos aldeidos

Compostos R
5CN -

5CNoO1 H
S5CNO03 4-Bromo-benzaldeido
5CN04 2,3-Dicloro-benzaldeido
5CNO05 3,4-Dicloro-benzaldeido
5CN06 2.,4-Dicloro-benzaldeido
5CNO07 2,6-Dicloro-benzaldeido
5CNO08 3,4,5-Trimetoxi-benzaldeido
5CN09 2-Metoxi-5-bromo-benzaldeido
5CN10 4-Nitro-benzaldeido
5CN11 4-Cloro-benzaldeido
S5CN12 4- Metoxi-benzaldeido

O procedimento reacional foi o mesmo para todos os onze novos derivados. Os
componentes da reacdo foram utilizados na propor¢do 1:1, em temperatura ambiente sob
agitacdo e meio acido. ApoOs a constatacdo do término da reagdo, através de placas de

cromatografia delgada, os compostos foram filtrados e lavados com dgua destilada.

4.1.4. Caracterizacoes

e Infravermelho

Misturou-se uma amostra do composto (1-2mg) a um sal purificado (KBr). A mistura
foi triturada e prensada com o auxilio de uma prensa hidraulica de sete toneladas, formando
uma pastilha transltiicida. Essas pastilhas foram lidas em um aparelho de espectrofotometro de
infravermelho, gerando os espectros das moléculas. O tratamento dos espectros foi feito no

software Origin 6.0.



e RMN 'H

Separou-se amostras de aproxidamente 10 mg de cada um dos compostos e essas
foram solubilizadas no solvente de escolha: dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) ou
cloroférmio deuterado (CDCls). As solugdes foram lidas por um aparelho de espectrometro de
RMN, gerando os espectros das moléculas. O tratamento dos espectros foi feito no software

MestReC 4.8.6.0.



4.2. Parte Biologica

4.2.1. Teste de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado com o microcustaceo Artemia salina Leach,
obtido através de lojas de aquarismo, utilizando-se a metodologia descrita por Meyer et al.
(1982) modificada. Os cistos de artémias foram eclodidos em dgua marinha sintética (marca

Real Sea®).

4.2.2. Preparacio do Bioensaio com Artemia salina

Foram preparados 1L de 4gua marinha sintética, dissolvendo-se 33,3 g de sal marinho
em 1 litro de agua destilada. Para a eclosdo dos cistos foi utilizado um aquario retangular (20
comprimento x 11cm de largura x 13 cm de altura— area total de 220cm? e volume total de
2860cm®) — com uma divisoria central com poros de 2 mm. Foram acrescentados
aproximadamente 1,5 gramas de cistos de artémia em um dos lados do aquério e o mesmo foi
escurecido e protegido da luz. Com um feixe de luz artificial, foi mantida a claridade no lado
oposto durante 48 horas. Por serem fototropicas, as artémias ao eclodirem migram em diregao
a luz.

O aquario foi oxigenado com auxilio de uma bomba de ar, para a interferéncia minima
na eclosdo natural dos cistos e viabilidade dos nauplios. Decorrido o tempo necessario, 24-
48h, as art€mias foram coletadas do lado iluminado do aquério. Foram separados grupos com
10 artémias, que foram colocadas em tubos de ensaios contendo 2mL da mesma solucgdo

salina sintética, com o auxilio de uma pipeta.

4.2.3. Realizacao dos Ensaios

Os compostos teste foram solubilizados em TWEEN 20 (2,5%) e diluidos com agua
destilada em 5 diferentes concentra¢des (1000 pg/mL, 100 pg/mL 10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1
ng/mL) que foram testadas em quintuplicata. Foi realizado também um controle negativo,
contendo apenas solvente, para verificar se a mortalidade das artémias estaria exclusivamente

relacionada a toxicidade dos compostos em questao.



Em seguida, o volume de cada tubo de ensaio foi completado com dgua salina sintética

até atingir o volume de 10 ml. Os tubos foram em seguida deixados sob luz artificial.

4.2.4. Contagem de Nauplios e Analise dos Dados

Apo6s 24 horas, o conteudo de cada um dos tubos de ensaio foi vertido sobre placas de
petri, e com auxilio de uma lupa foi realizada a contagem do ntiimero de nduplios vivos e
mortos em cada tubo. Foram considerados mortos, todos os nauplios que ndo apresentavam
qualquer movimento em até 10 segundos de observacao.

A determinagdo da citotoxicidade foi realizada através do calculo do percentual de
mortalidade das larvas. E a CLsy foi estimada utilizando o Método de Analise PROBIT
descrito por Finney (1971). No exemplo (Tabela 2), o teste realizado com uma molécula
ficticia utiliza a concentracdo dos testes realizados, a porcentagem da média de nauplios

mortos, log da concentragao e o valor PROBIT tabelado.

Tabela 2. Teste realizado com a molécula SCNOS&

Concent. % de Log PROBIT
Hg/ml mortos
1000 30 3 4,48
100 22 2 4,23
10 20 1 4,16
1 12 0 3,82
0,1 2 -1 2,95

Para determinacao da CLsg, foram utilizados os dados do logaritmo da concentragao e
o valor PROBIT, para gerar um grafico de dispersao com eixos X e Y, representados por
valores de log da concentragdo e PROBIT respectivamente. Subsequente, foi feita a regressao
linear dos dados (Gréfico 1) que permite a obtencdo de uma reta, da equagdo da reta, e do
coeficiente de linearidade (R?).

A equagdo da reta permite o calculo da CLsy. E o valor do coeficiente de linearidade
nos dé a precisio e confiabilidade dos dados (R?). Quanto mais proximo essa valor de 1 (um)
melhor e mais confidvel é o modelo. Neste exemplo, a molécula apresentou R? igual a 0,85 ,

demonstrando assim uma boa confianga e correlacao dos dados.



y=0,347x +3,581
R?=0,8492

[0, B0, |

I

o« o+ °

N

0

\

*

& Sériel

Titulo do eixo

Linear (Sériel)

o N
N w

o
o Ul

-1 0 1 2 3 4

Titulo do eixo

Grifico 1. Grafico e formula da regressao linear



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Parte Quimica

Os resultados obtidos com as etapas sintéticas foram satisfatérios, uma vez que os
compostos foram obtidos em bons rendimentos variando de 66% a 99% (Tabela 3).
Observou-se também uma coloracdo caracteristica amarela em todos os novos compostos
sintetizados, com excessao do aduto de Gewald (intermediario sinético) que apresentou
aparéncia marrom clara.

Os resultados referentes aos rendimentos e caracteristicas fisico-quimicas dos

compostos sintetizados encontram-se descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos tiofénicos.

. REND.
COMP. APARENCIA P.F. (°C) R¢ F.M. M.M.
(%)
5CN P6 marrom claro 66 147-155 0,52 CsHgN,S 164
S5CNO1 P6 amarelo escuro 94 178-183 0,83 CsH2N,S 252
138-140
S5CNO03 P6 amarelo 71,8 0,57 CsH;oN,SBr 343
150-152
190-193
5CN04 P6 amarelo 63,5 0,67 C,5HoN,SCl, 335
207-209
SCNO05 P6 amarelo 99 190-194 0,44 C,5H,(N,SCl, 320
186,5-189
5CN06 P6 amarelo 91 0,82 C5H,oN,SCl, 320
189-191
S5CNO07 P6 amarelo 79 158-160 0,68 CsHoN,SCl, 320
S5CNO08 P6 amarelo escuro 99 182-187 0,21 C3HsN,05S 342
5CN09 P6 amarelo 91 173-178 0,48 | CH;3N,OSBr | 3609
5CN10 P¢ laranja escuro 80,1 191-193 0,35 CysH; N;0,S 297
5CN11 P6 amarelo escuro 82,3 160-162 0,53 C;sH;N,SCl, | 286,5
5CN12 P6 amarelo escuro 87,3 180-186 0,62 C1sH14N,0S 282

P.F. — Ponto de fusdo, Ry — Fator de retengdo, calculado em sistema de elui¢ao hex/AcOEt (8:2), F.M. — Férmula

molecular, M.M. — massa molecular




A faixa de fusdo dos compostos, conforme a Tabela 3, foi pequena, oscilando entre
0,3°C a 5°C, indicando um alto grau de pureza destes. No entanto, a maioria dos compostos
apresentaram uma larga faixa de fusdo, o que pode ser interpretado pela existéncia de
diferentes formas cristalinas da mesma molécula, caracterizado de mais de uma faixa de fusdo
no compostos SCNO03, SCN04 e SCNO6.

O composto que serviu de origem de partida para a sintese destas novas moléculas,
5CN, ja se encontra descrito na literatura, ¢ teve sua sintese realizada através da classica
reacao de Gewald (GEWALD, 1965), (Esquema 3).
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Esquema 3. Rota de obtencao do 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carbonitrila

realizada por Gewald

Utilizando o esquema reacional de Gewald, o composto S5CN apresentou um
rendimento de 66%. Nas mesmas condi¢des, essa reacdo de Gewald ja foi realizada por outros
autores e apresentou um rendimento de 55% (SRIDHAR, M. et al., 2007).

O derivado 2-amino-4,5,6,7-tetraidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (Figura 9) ¢ um
andlogo a esse composto de partida, diferindo apenas seu ciclo de seis membros associado ao
anel tiofeno. O mesmo foi obtido a um rendimento de 70% (GEWALD, 1965) e 86-90%

(GEWALD, K. et al., 1966).
CN

NH»

Figura 8. Derivado sintetizado por Gewald em 1965 e 1966

Uma rea¢do semelhante foi realizada (Esquema 4), baseada também na reagdo de
Gewald, consistiu na condensacdo de ciclopentanona, cianoacetato de metila e enxofre para
obtencdo da  2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carboxilato de  metila,
apresentando um rendimento de 65% , proximo ao rendimento de 66% do composto SCN

(ASIRI, 2003).
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Esquema 4. Rota de obten¢do do 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-carboxilato

de metila

O ¢éster etilico do acido 2-amino-5,6-diidro-4H-ciclopenta[b]tiofeno-3-caboxilico
(Figura 10) ¢ outro aduto de Gewald, que ja foi obtido com rendimento de 45-52%, inferior ao

rendimento do composto SCN (GEWALD, K. et al., 1966).

COOEt

Figura 9. Derivado analogo ao composto de partida.

A espectroscopia no infravermelho (IV) ¢ uma técnica simples que evidencia a
presenca dos grupos funcionais em uma molécula. O espectro de IV ¢é também chamado de
“impressao digital” da molécula, pois a possibilidade de dois compostos diferentes
apresentarem o mesmo espectro de IV € extremamente pequena, pelo fato de que os espectros
de IV apresentarem muitos picos (SOLOMONS; FRYHLE, 2005). Desta forma, em
compostos organicos, pode-se afirmar que os compostos sdo diferentes com base em seus
espectros de IV diferentes.

Ja a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ¢ outra técnica
espectroscopica, em que por utilizacdo de campos magnéticos e radio-frequéncia ¢ possivel se
diferenciar os atomos de uma molécula. No caso de RMN de hidrogénio, ¢ possivel se
determinar a quantidade e a localizagdo dos hidrogénios de uma dada molécula.

Dessa forma, e para o estudo dos compostos quimicos sintetizados nesse trabalho, as
interpretacdes dos espectros de IV ¢ RMN 'H proporcionam riqueza de informagdo e sdo
suficientes para caracterizacao destas moléculas.

Os dados referentes a caracterizagdo dos compostos sintetizados encontram-se
descritos na Tabela 4 (Infravermelho) e Tabela 5 (RMN). No exemplo, o grafico de IV do
composto 5CNO1 (Figura 11) e de RMN'H do composto SCNO7 (Figura 12). Os graficos

. 1
referentes aos demais espectros de RMN 'H e Infravermelhos encontram-se em anexo.
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Figura 12. Espectro RMN 'H do composto SCNO7




Tabela 4 — Dados dos espectros de I'V.

COMPOSTO IV (KBr) valores em cm™
S5CN 3423 e 3328 (NH3), 2194 (CN), 2917 e 2854 (CH)
SCNO1 690 — 710 (Aromaticos), 2211 (CN), 2923 (CH)
SCNO03 821 (CBr), 2194 (CN), 2917 (CH)
S5CN04 770 (CCl em posicao meta), 794 (CCl em posicio orto), 2202 (CN),
3066 (CH)
S5CNO05S 770 (CCl em posicao meta), 820 (CCl em posicao para), 2223 (CN),
2923 (CH)
SCNo06 786 (CCl em posi¢ao orto), 821 (CCl em posi¢ao para), 2225 (CN),
2924 (CH)
SCNO07 786 (CCl em posicao orto), 2221 (CN), 2943 (CH)
SCNO8 1002 (COMe em posi¢cao meta), 1126 (COMe em posi¢cao para), 1200
(COMe em posicao meta), 2218 (CN), 2943 (CH)
SCNO09 813 (CBr), 1169 (COMe em posi¢io orto), 2214 (CN), 2924 (CH)
SCN10 1336 (NO3), 2221 (CN), 2944 (CH)
S5CN11 824 (CCl), 2226 (CN), 2853 (CH)
S5CN12 1259 (OMe em posicao meta), 2217 (CN), 2894 (CH)

As absorgdes caracteristicas de infravermelho dos aromaticos monossubstituidos
ocorrem em 690-710 cm™ (com intensidade muito forte), dos aromaticos orto-dissubstituidos
ocorrem em 730-770 cm™'(com intensidade muito forte), 735-770 cm™ (com intensidade forte)
e 680- 725 cm’ (com intensidade forte) e dos aromaticos para-dissubstituidos ocorrem em
800-860 cm™ (SOLOMONS; FRYHLE, 2005).

Para as nitrilas (CN), as absor¢des nesta regido foi associada as vibragdes de
deformagdo axial das triplas ligacdes e ocorrem na faixa de freqiiéncia em 2220-2260 cm™
(com intensidade média). J& para C-H alquila, a absor¢do nesta regido ¢ associada as
vibragdes de deformagao axial nos atomos de hidrogénio ligados a carbono, ocorrem na faixa
de freqliéncia em 2853-2962 cm” (com intensidade de média a forte) (SOLOMONS;
FRYHLE, 2005).




Tabela 5 — Dados dos espectros de RMN 'H. (8 em ppm)

Comp. OMe CH=N Aromaticos e substituintes Ciclopentano
7,91-7,96 (2H, m, J = 6,8Hz, HI,
ac 2,90 (4H, m, H6, HS)
5CNoO1 - 8,45 (1H, s) H5);
2,39 -2,50 (2H, m, H7)
7,46 -7,94 (3H, m, J = 6,8Hz, H2-H4)
ac 7,57 (2H, dd, ] = 8,2; 2,0 Hz) 2,33 2,48 (2H, m, CH,)
5CNO03 - 8,35 (1H, s)
7,76 (2H, dd, ] = 8,4; 1,8 Hz) 2,80 — 2,94 (4H, m, CH,)
7,52 (1H, d, J = 8,2 Hz, H1);
ac 2,83-2,97 (4H, m, H4,H6);
5CNO5 . 8,34 (1H, s) 7,75 (1H, d, J = 8,2 Hz, H2);
2,36 -2,51 (2H, m, H5);
7,98 (1H, s, H3);
7,41 (1H, d, J = 2,0 Hz, H1);
ac 2,89 (4H, dt, J=7,2, 1,0Hz H4, H6);
5CN06 - 8,78 (1H, s) 8,26 (1H, d, J = 8,4 Hz, H2);
2,35-2,49 (2H, m, H5);
7,31 (1H, dd, J = 8,6, 2,0Hz, H3);
7,39 (2H, dd, ] = 6,8; 2,0 Hz, H1,
ac 2,91 (4H, m, H4, H6);
5CNO07 - 8,80 (1H, s) H3);
2,37 -2,51 (2H, m, HS);
7,26 (1H, m, H2);
be | 3:83 (6H, s); 7,30 (2H, s, H1, H2); 2,84 (4H, m, H3, H5);
5CNO08 8,58 (1H, s)
3,73 (3H, s); 2,31-2,38 (2H, m, H4);
8,01 (1H,d, j=2,6 Hz, H1); 2,75 -2,94 (4H, dt, J=7,0; 1,8 Hz,
5CN09"¢ | 391 3H,s)- | 8,72 (1H, 5) 7,71 (1H, dd, J=9,0, 2,6Hz, H2); H4, H6)
7,16 (1H, d, J = 9,0Hz, H3); 2,28 — 2,42 (2H, m, H5);
a 7,40 (2H, d, J = 8,4 Hz) 2,41 (2H, dquint, J = 7,2; 1,2 Hz)
S5CN11 - 8,37 (1H, s) .
7,83 (1H, d, J = 8,4 Hz) 2,87 (4H, dquint, ] = 6,8; 1,4 Hz)
. 6,94 (2H, d, ] = 8,8 Hz) 2,78 — 2,92 (4H, m, CH,)
SCN12 3,85(3H,s) | 835(1H,s)

7,86 (2H, d, ] = 8,8 Hz)

2,35 2,46 (2H, m, CH.)

2 _CDCls, ° - DMSO d-6, - RMN 200 MHz

Segundo Silverstein (2000), a regido situada entre 6 2,0 e 5,0 ppm ¢ caracteristica dos

deslocamentos quimicos de hidrogénios alifaticos, e todos os hidrogénios do anel

ciclopentano dos compostos foram encontrados dentro dessa faixa (ou melhor entre 2 ¢ 3

ppm). Todos os hidrogénio aromaticos, também foram encontrados em suas regioes

especificas, entre 6 6,0 € 9,0 ppm.

A imina HC=N aparece como resultado da reagdo do NH, com o aldeido. Desta forma,

apos as substituigdes na posicao 2-amino, as moléculas subseqiientes apresentariam entao esse

pico caracteristico. Como visto, todos os compostos finais apresentaram o pico na regiao o




8,34 — 8,80 ppm. Sendo assim, o aparecimento deste sinal comprova que as substituicdes
realmente aconteceram.
De acordo com os dados espectrais, podemos afirmar que os compostos obtidos

através da sintese sao de fato os compostos planejados previamente.



5.2. Parte Biologica

Foram realizados os testes de citotoxicidade em Artemia salina de forma a se permitir
avaliar o potencial citotoxico desses novos derivados. Os resultados dos testes com os
compostos da série SCN encontram-se na Tabela 6

Dos doze compostos testados, cinco se mostraram atdxicos, enquanto sete se
mostraram toxicos. Pode-se constatar que os derivados clorados SCNOS5, SCN06, SCNO07,

SCNI11 e o derivado 4-nitro (5CN10) por apresentarem CLsy > 1000 pg/mL, sdo todos

atoxicos.
Tabela 6. Valores de CLsy dos compostos sintetizados.
Composto Substituinte CLso (ng/mL)

SCN - 111,3
SCNO1 H 30,57
SCNO3 4-Br 5,99
S5CN04 2,3-Cl 0,42
SCNO05 3,4-Cl >1000
SCN06 2,4-Cl >1000
SCNO07 2,6-Cl >1000
SCNO08 3,4,5-OCHj; 142,19
SCNO09 5-Br,2-OCH; 66,46
SCN10 4-NO, >1000
SCN11 4-Cl >1000
S5CN12 4-OCH; 165,12

O tnico derivado que possui d&tomos de cloro em sua estrutura e que se mostrou toxico
foi 0 SCN04, com valor de CLs igual a 0,42 pg/mL, sendo, portanto o composto mais toxico
da série, seguido pelo derivado 4-bromo substituido (SCNO03) com CLsp = 5,99 ug/mL e o
derivado ndo substituido SCNO1 com CLsy de 30,57pug/mL.

Seguindo este padrdo, pode-se observar que o SCNO09, por apresentar atomo de Bromo
também se mostrou bastante toxico com CLsy = 66,46 pg/mL, seguido pelo SCN com CLsy =
111,3 pg/mL , 0 SCNO8 com CLsy = 142,19 pg/mL e por ultimo o SCN12 com CLsy = 165,12
png/mL (Tabela 7).




Tabela 7. Ordem de toxicidade dos compostos e seus substituintes

2,3-Cl 0,42
4-Br 5,99
H 30,57
5-Br,2-OCHj3 66,46
- 111,3
3,4,5-OCH3 142,19
4-OCH; 165,12
3,4-Cl >1000
2,4-Cl >1000
2,6-Cl >1000
4-NO, >1000
4-Cl >1000




6. CONCLUSOES

Doze compostos foram sintetizados em excelentes rendimentos (63-99%),
demonstrando a viabilidade sintética e a boa adequagdo da metodologia de sintese. Outra
grande vantagem dessa rota escolhida, se d4a ao fato da facilidade e rapidez de purificagdo
(tanto do produto de partida, quanto dos produtos finais), visto que ndo se foi necessario fazer
uso de técnicas como cromatografia em coluna, por exemplo, sendo necessarios
exclusivamente operagdes de cristalizagdo, precipitacao e lavagens com solventes adequados
(geralmente agua destilada).

Os compostos foram obtidos sob forma de cristais amarelos amorfos em elevado grau
de pureza. Comprovado pelas estreitas faixas de fusdo (oscilaram +/- 3°C) e pela clareza dos
espectros de RMN 'H e LV., que serviram para confirmar as estruturas inicialmente
propostas.

Os bioensaios realizados com Artemia salina demonstraram uma boa viabilidade da
metodologia e mostraram-se eficazes para avaliagdo de citotoxicidade dos compostos. As
moléculas testadas apresentaram uma toxicidade de moderada a forte, o que pode ser
considerado.

Dos compostos testados, cinco se mostraram atdxicos, enquanto sete se mostraram
toxicos, determinando que a maioria da série constitui-se de compostos toxicos. Os compostos
mais toxicos, foram o 5CN04 e 5CNO3 com CLsy de 0,42 pg/mL e 5,99 pg/mL,
respectivamente. Enquanto que os compostos SCNO05, SCN06, SCNO7, SCN10 e 5CNI11

mostraram-se atoxicos com CLsg superior a 1000 pg/mL.
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