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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a obtencdo de novos derivados aril-tioureido-
cicloalquil[b]tiofenos e 2[(4-tiazolidinona)-amino]-cicloalquil[b]tiofenos (LPSF/ZA), por
estratégia de hibridacdo molecular afim de reunir caracteristicas estruturais em uma Unica
estrutura para alcangar um novo composto com propriedades farmacol6gicas mista, dual ou
dupla. A sintese consiste na reacdo de Gewald para obtencdo de 2-aminotiofeno, seguida
de reagbes comarilisotiocinatos fornecendo os derivados aril-tioureido-cicloalquil[b]tiofenos
que por ciclizagdo com acido monocloroacetico forneceu os derivados hibridos 4-tiazolidina-
2-amino-cicloalquil[b]tiofenos. Todos os compostos tiveram suas estruturas comprovadas
por RMN'H, RMN ™®C e IV. Os compostos foram testados frente aos seus potenciais
antimicromianos em testes de sensibilidade antifingica frente a 6 cepas fungicas, Candida
albicans (ATCC — 76485 e LM — V42), Candida tropicalis (ATCC — 13803 e LM — 14), e
Cryptococcus neoformans (ICB — 59 e LM — 0310). Para os testes antifungicos os resultados
obtidos ndo apresentaram grande relevancia biolégicas ficando as CIM (concentragcéao
inibitéria minima) estabelecidas entre 256 e 1048 ug/ mL, comparado miconazol a 50 pug/mL
como controle antifungico. Diante dos resultados obtidos os derivados foram classificados
como inativos e a maioria das cepas bacterianas apresentaram resisténcia. Com os
resultados obtidos foi possivel verificar que a associagao cicloalquitiofeno e 4-tiazolidinona
nao apresentaram resultados satisfatérios para atividade antimicrobiana, no entanto, a
literatura indica a possibilidade de resultados promissores em testes antiinflamatérios e
antitumorais.

Palavras-chave: 2-aminotiofeno, 4-tiazolidinona, hibridacdo molecular, antibacteriano e
antifungico.



ABSTRACT

This study aimed to obtain new derivatives aryl-thioureido-cicloalquil[b]thiofhen e
2[(4-thiazolidinone)-amino]-cicloalquil[b]thiofhen (LPSF/ZA), by molecular
hybridization strategy order to meet the structural features in a single structure to
achieve a new compound with mixed dual or double pharmacological properties. The
synthesis is the Gewald reaction to obtain 2-aminothiofen, followed by reaction with
aryl isothiocynates providing derivatives with aryl thiourea-cycloalkyl [b] thiophenes
by cyclization to monochloroacetic acid derivatives provided the hybrid 4-thiazolidine-
2-aminocycloalkyl [b] thiophenes. All compounds had their structures confirmed by
NMR 'H, NMR 'C and IV. The compounds were tested against their potential
antimicrobial and antifungal susceptibility testing of the six strains fungicas, Candida
albicans (ATCC — 76485 and LM - V42), Candida tropicalis (ATCC — 13803 and LM
— 14), and Cryptococcus neoformans (ICB — 59 and LM — 0310) for the antifungal
tests the results did not show high biological importance being established between
the CIM between 256 and 1048 mg / mL, miconazole compared to 50 mg / mL as
antifungal control. Results obtained derivatives were classified as inactive and most
of the bacterial strains were resistant. With the results we can see that the
association cicloalquitiofeno and 4-tiazolidinona did not show satisfactory results for
biological antimicrobial activity, however, the literature also indicates the possibility of
promising results in testing anti-inflammatory and antitumor.

Keywords: 2-aminothiophen, 4-thiazolidinone, molecular hybridization, antifungal and
antibacterial.
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1.INTRODUCAO

O ndcleo 2[(4-tiazolidinona)-amino]-cicloalquil[b]tiofeno consiste em um
derivado cicloalquiltiofeno condensado ao anel 4-tiazolidinona, os mesmos vem
sendo investigados em razao do espectro de atividade biolégica com énfase a
atividade antifungica e antibacteriana.

Os fungos sao responsaveis por uma variedade de infecgdes denominadas
micoses, as quais podem ser superficiais como dermatofitoses, regibes mais
profundas candidiases e aspergiloses. Atualmente os mais suscetiveis a infeccoes
oportunistas sdo pessoas imunocomprometidas submetidas a quimioterapia ou até
mesmo expostas a algum tipo de estresse (VICENTE et al., 2003).

A terapéutica de infec¢gdes microbianas atual é realizada de forma empirica,
em razao de dificuldades relacionadas, principalmente, a testes de suscetibilidade.
Com relagédo aos farmacos adotados na terapéutica sdo de numero restrito quando
comparados ao arsenal terapéutico antimicrobiano (HORSCH, et al., 1997; PAGANO
L. et al. 2010).

Apesar de extremamente Uteis no tratamento de micoses, alguns efeitos
colaterais dos farmacos antifungicos sao graves, como a lesao renal irreversivel que
pode ser causada pela anfotericina B e os disturbios hormonais causados pelo
cetoconazol, que, além disso, apresenta efeitos teratogénicos em cobaias. Para
melhorar o perfil farmacolégico da anfotericina B, reduzindo os efeitos toxicos
indesejaveis, tém sido desenvolvidas técnicas em que a anfotericina B € utilizada em
formulacbes ricas em lipidios tais como lipossomas (Ambisome ®), lipidios
complexos (Abelcet), e dispersdes coloidais (Amphocil/Amphotech) (RUIZ-
HERRERA et al., 2003; DEBONO et al.,1994; PFALLER, 2012) . Entretanto, tais
formas farmacéuticas tém sua utilidade limitada devido ao elevado custo
(DISMUKES, 2000).

Além disso, podemos enfatizar a ascensdo da resisténcia microbiana, tanto
patogénica como comensais, em razao de uso irracional de antibibticos e erros de

diagnostico principalmente. Isso leva a uma perspectiva de risco nas futuras
17



populagdes (MENZIES-GOW 2011). Podemos exemplificar essa resisténcia com o
surgimento do Staphylococcus aureus com resisténcia total ou intermediaria a
glicopeptideos, aumentando a necessidade de se estabelecer medidas terapéuticas
eficazes por que as alternativas sdo reduzidas. Além disso, Resisténcia aos
antibiéticos de bactérias € um dos maiores ameacas globais a saude publica. Para
impedir a selecdo e disseminagdo da resisténcia, o uso de antibidticos tradicionais
deve ser limitado e terapias alternativas eficazes devem ser buscadas (BUDIC et al,
2011).

Em vista a necessidade de planejar compostos protétipos e candidatos a
farmacos tomando com estratégia a hibridacdo molecular a fim de reunir
farmaco6foros em uma unica molécula e obter sinergismos de atividade, o presente
trabalho esta voltado a sintese de compostos tiofenos e 4-tiazolidiona. Em adigao,
foi realizada uma atividade preliminar antifungica e antibacteriana dos compostos

sintetizados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais:

Planejar a sintese de novas moléculas das séries: Aril-tioureido-cicloalquil[b]tiofenos
e 2[(4-tiazolidinona)-amino]-cicloalquil[b]tiofenos (LPSF/ZA) e avaliar a atividade

antifngica e antibacteriana visando a obtencao de possiveis candidatos a farmacos.

2.2 Objetivos Especificos:

e Sintetizar novas moléculas das Acido  2-(4-Oxo-3-fenil-tiazolidin-2-
ilideneamino)-4,5,6,7,8-tetrahidro  [b]-tiofeno-3- etil  éster  Carboxilico
(LPSF/ZA) ;

e Caracterizar e comprovar estruturalmente as duas séries de compostos
utilizando diferentes técnicas espectroscopicas e espectrométricas através de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono, infravermelho e

massas;

e Avaliar a atividade antifungica in vitro dos derivados tiofénicos LPSF/ZA
através de ensaios de sensibilidade, frente a diferentes isolados clinicos de
Candida e Cryptococcus de forma a determinar as concentragdes inibitorias

minimas fungicidas.

e Avaliar a atividade in vitro dos derivados tiofénicos LPSF/ZA através de ensaios
de sensibilidade, frente S. aureus e E. coli e determinar a CIM.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1 Planejamento de Farmacos

Em linhas gerais, os farmacos disponiveis na terapéutica contemporéanea sao
em sua maioria de origem sintética alcancando um percentual em torno de 85% do
arsenal terapéutico. Este emergiu com a ascensao da quimica organica e técnicas
analiticas. Com o objetivo de incrementar novas moléculas com potencial atividade,
biodisponibilidade favoravel, baixo custo e efeitos adversos minimos, se fazem
necessario a utilizacdo de técnicas analiticas, métodos computacionais,
conhecimento de possiveis alvos terapéuticos e mecanismos de acao (BARREIRO,
2002).

A hibridacdo molecular € uma ferramenta capaz de reunir caracteristicas de
varios nucleos farmacoforicos distintos em uma mesma estrutura. Assim a
hibridacdo molecular propicia uma maior perspectiva para a terapéutica de
fisiopatologias com caracteristicas duais ou mistas, além de favorecer em alguns
casos a ocorréncia de sinergismo na resposta farmacolégica (EL-DEEB et al., 2010).
Com base na estratégia aqui apresentada Omar et al. 2010, sintetizam moléculas
contendo o nucleo 4-tiazolidinona conhecido por seu amplo espectro de atividade e
a adamantano (Figura 1) com acéao antiviral contra influenza A e HIV (OMAR et al.,
2010).

CICOCH,CI
N >

j »\ DMF
NHCOCH,CI

S

Figura 1: Hibridacdo molecular, ndcleos adamantano, tiazol e 4-tiazolidinona
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Utilizando a hibridacdo molecular Kakwani et al. 2011, desenvolvem
compostos (Esquema 1) utilizando unidade chave do entambutol com nucleo tiofeno

(KAKWANI M. D. 2011).

Esquema 1: Hibridagdo molecular, utilizagdo de unidade chave do entambutol e
tiofeno.

3.2 Tiofeno

O anel tiofeno possui a estrutura elucidada e relatada na literatura, a mesma
consiste em uma estrutura pentamérica com a presenca de um atomo de enxofre na
posicdo um. A literatura destaca a descoberta e caracterizacdo de propriedades
fisico-quimicas dos tiofenos (Figura 3) na década de 1880 e foi atribuida a Victor

Meyer (HELLIWELL, et al., 2011).
{ )2 & L § (L)
T10fen0 : ©j>

Figura 2: Tiofeno numerado e derivados do tiofeno.
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3.2.1 Sintese de 2-aminotiofenos

Em vista ao vasto nimero de reagdes para sintese do anel tiofénico descrito e
padronizado pela literatura é possivel destacar algumas metodologias de obtencao
do anel. A reacdo de Gewald, cujos relatos literarios datam da década de 1960
(GEWALD, 1965) consiste na obtencéo do anel 2-aminotiofeno com possibilidade de
substituicdo nas posicdes 2, 3, 4 e 5, embora, Benary em 1910 relata uma sintese
do anel 2-aminotiofeno em multiplas etapas.

A versatilidade da reacdo de Gewald torna um meio viavel na obtencao de 2-
aminotiofenos, além de apresentar rendimentos satisfatérios e uma variedade de
metodologias. A reacdo de Gewald consiste na condensacdo de um composto
carbonilado, sendo o mesmo um aldeido ou cetona na presenca de base, esta
podendo ser organica (trietilamina, piridina, morfolina, L-prolina, dentre outras) ou
inorganica (bicarbonato de potassio, hidroxido de sdédio, dentre outras), com um
composto que contenha um metileno ativo, a exemplo a malonitrila, cianoacetato de
etila, entre outros (GOMPPER, 1962).

Tratando de forma mais enfatica para obtencdo de 2-aminotiofenos ha varias
versdes da reacao de Gewald. Segundo Puterova ha varias versées que conduzem
ao anel 2-aminotiofeno, todas apresentam em comum a ocorréncia de reagdo de
condensacao Knoevenagel catalisada por base e fechamento do anel via reacéao
intramolecular (PUTEROVA, et al., 2010).

Segundo Puterova a primeira versao da reagdo de Gewald (Esquema 2)
consiste na utilizagdo de a-sulfanilaldeidos ou a-sulfanilcetonas tratadas com
acetonitrila ativada na presenca de base organica. E possivel diferentes
substituicdes na posicdo dois, trés e cinco do anel (MILART, et al.,, 1998;
PUTEROVA, et al., 2010).
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0 R R
R Ry 4 Ry Rz b 1 ’
] = | J
R, sy CN

R, e\ R, NH,
i NN S
a: Base b: Reacdo de Fechamento do anel

Esquema 2: Primeira versao de sintese do 2-aminotiofeno

A segunda versao caracteriza-se pela utilizagdo de um composto a-metileno
carbonilado, acetonitrila ativada e enxofre (Esquema 3). Segundo relatos a margem
de rendimento varia de 45% a 95% sendo possivel obter diferentes derivados 2-
aminotiofeno (GEWALD, et al., 1966).

R, R;

0 Rs R R
Rl/\f . . 1 _ 3 b 3 . Rl R3
i I\
R, N R, \\ R, \\
N /y N R, S >
S\

S
)

a: Dietilamina ou morfolina

b: Enxofre S8 c: Fechamento do anel

Esquema 3: Segunda versado de obtencao de derivados 2-aminotiofenos

A terceira versdo (Esquema 4) diferencia das demais por permitir a obtengéo
do anel utilizando nitrilas a-f insaturadas na presenga de enxofre por meio de uma

condensacao Knoevenagel-Cope (NAUMANN, et al., 1996).

R, X B 7] X
R, X R,
a
R, \ - | \ NH,
\ N 7] f» \\ S
S N[ R
a: Enxofre \S— S
x: CO,Et B o

Esquema 4: Terceira versao de obtencao de derivados 2-aminotiofenos
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E por fim a quarta versdao (Esquema 5) que permite a sintese do anel
utilizando compostos acetonitrilas e ditiane didis na presenca de base orgénica, a

metodologia dispensa a utilizagdo de enxofre elementar (HALLAS, et al, 1999).

NH,

Esquema 5: Quarta versao de obtengédo do 2-aminotiofeno

Além da reacao de Gewald Vérias outras reacdes conduzem de formacéo do
anel tiofeno, dentre elas se encontram a Sintese de Paal-Knorr a mesma é de
grande relevancia para sintese de pirrdis, furanos e tiofenos. A sintese de Paal
consiste em formar o anel tiofénico substituido partindo de uma dicetona na
presenca de reagente de Lawesson’s. Segundo a literatura a reagcédo pode levar de
quatro a cinco horas (RYZHKOV 2011).

3.2.2 Reatividade do Tiofeno e Sintese de Tioureidos

O anel 2-aminotiofeno pode ser submetido a uma variedade de reacoes, tais
como oxidacado, substituicdo, adicdo, acilagcdo, complexacdo dentre outras (Figura
4). A amina livre permite na posicdo dois do anel permite realizagcdo com

arilisotiocianatos e acilagdo, em razao da nucleofilia da mesma.

Complexacio
——r—

Subistitui¢do
Adicdo

Acilagdo

Oxidacdo
Figura 3: Principais reac¢des do anel tiofeno
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Partindo do nucleo 2-aminotiofeno ha possibilidade de reacdo com derivados
isotiocianatos, haja vista a nucleofilia do grupamento 2-amino tiofeno 3-carboxil
éster. Os efeitos de ressonéncia nos compostos 2-amino tiofeno 3-carboxil ésteres
podem comprometer a nucleofilia da amina livre, mas nada impede que a reacao
aconteca. Segundo a literatura ha varias possibilidades viaveis para realizacdo do
acoplamento mencionado, a primeira € a reacao em meio etandlico sob refluxo
apresentando rendimentos favoraveis e procedimento simplificado (LEISTNER, et
al., 1987; MODICAI et al., 2000; WANG, et al., 2007).

Dentre as metodologias a literatura apresenta a obtencdo do derivado
tioureido partindo do anel 2-aminotiofeno, isotiocianato utilizando cloroférmio como
solvente e diisometilpiridina como catalisador. Segundo o autor a necessidade de
um catalisador facilita o ataque ao carbono ligado ao enxofre do derivado isocianato
(ARHIN et al., 2006). Além das referidas metodologias Santagati et al., 2007, relata
sobre sintese de tioureidos (Esquema 6) afirma que a reacao ocorre tanto em etanol
como em tolueno sob refluxo apresentando rendimentos favoraveis (SANTAGATI et
al., 2007).

COOEt
COOEt NS N\
A NH
. NH, . EOH S S&‘ NH

Esquema 6: Sintese de tioureido a partir de cicloalquiltiofeno e isoctiocianato em etanol
sob refluxo.

3.2.3 Formacao de complexos com anel tiofénico

O anel tiofeno em razao das propriedades quimicas permite a formacao de
complexos com metais como molibdénio (figura 5). Uma das aplicacées na industria
destes complexos € a retirada de impurezas do petréleo (JANAK, et al., 2002).
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Figura 4: Complexo do tiofeno com molibdénio

3.2.4 Acilacao do Tiofeno

Derivados tiofeno 2-acilados podem ser obtidos por acilacao de Friedel-Crafts
em reagdo envolvendo um éster na presenca de cloreto de estanho em
diclorometano (RAPOSO 2001). Recentemente Dolbier et al. 2011, obtiveram,
satisfatoriamente, derivados (2,2-Difluorociclopropil)(tiofen-2-iljmetanona utilizando
tiofeno, 1.2 equivalentes de cloreto de aluminio atuando como acido de Lewis e
cloreto de 2,2-difluorociclopropanocarbonil previamente preparado alcan¢gando um
rendimento de 86% (Esquema 7) (DOLBIERT, et al.,, 2011). Para Kaya 2011 a
utilizacdo de acido de Lewis na reacdo é essencial, fazendo com que a reacao
aconteca em 4 horas e propicie rendimentos satisfatorios (KAYA 2011).

A1c13 S O
Q o Ly ;

Esquema 7: Acilagéo Friedel-Crafts do tiofeno utilizando cloreto &cido e cloreto de
aluminio catalitico.

Em outro trabalho Huang et al. 2011, obtiveram derivados 2-alquilados por
meio de reacdo de Friedel-Crafts (Esquema 8) apartir de iminas aromaticas, tiofenos
na presenca de acido de Lewis (HUANG, et al., 2011).
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Esquema 8: Acilacéo de Friedel-Crafts utilizando iminas

3.2.5 Oxidacao no anel tiofeno

A conversao do enxofre do tiofeno a grupo sulfona em compostos organicos

depende da quantidade de agente oxidante (Esquema 9), geralmente a reacao se

processa de forma satisfatéria na presenca de perdéxido de hidrogénio ou tert-

butilhidroperdxido, mas comumente é usado peréxido de hidrogénio. (MAURYA, et

al., 2010).
S O\\S//O
H,0,
\ -\ /

n-heptano

Esquema 9: Reacdo de oxidacao do tiofeno

3.2.6 Substituicao nucleofilica no anel tiofénico

Substituicdo nucleofilica pode ser obtida nas posicdes 2,3, 4 ou 5 (Esquema

10) do anel tiofénico por ataque de nucledfilo geralmente em meio basico

(WILLIAMS,. et al., 2010).
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/
R—N
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Esquema 10: Substituicdo no anel tiofeno



3.2.7 Farmacos Contendo o Anel tiofeno

Em particular, no final do século XIX, a busca por medicamentos menos
téxicos resultou na introducao de substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi
amplamente disseminado no século XX. Na area de quimica medicinal em 2001
cerca de 85% dos farmacos disponiveis na terapéutica moderna sdo de origem
sintética, isto sem considerar aqueles oriundos de processos de semi-sintese. A
importancia dos compostos heterociclicos € incontestavel, particularmente no que se
refere ao fato de inimeros usos como medicamentos (Figura 6).. Neste contexto,
diversas substancias sintéticas sao obtidas a partir de derivacbes de anéis
heterociclicos, dentre as quais, destaca-se o tiofeno devido a sua potencialidade
como protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos (ANDES D.; PASCUAL
A.; MARCHETTI O. 2009)

OO Qf

Sertaconazol

N/ ﬁr/
— Qry

Dorzolamida Olamzapina S

Cl

Figura 5: Alguns Farmacos comerciais que possuem o anel tiofeno, Olanzapina, Dorzolamida,
Duloxetina e Sertaconazol.

3.2.8 Atividade Bioldgica do Tiofeno

Ha uma variedade de compostos heterociclicos que apresentam atividade
bioldgica, entre estes os derivados contendo o nucleo tiofeno exibem atividades
biolégicas relevantes para a terapéutica, tal como anti-inflamatéria, anestésica,
antitumoral, antifungica, antidepressiva, dentre outras, devido as varias
possibilidades de reacdes quimicas (AL-OBAID, et al., 1998).
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Varias pesquisas tém mostrado interesse nessas atividades como exemplo a
potente agao antiinflamatéria do nucleo ja mencionado (GANS et al., 1990; MOORE
et al., 1996; PANAGOULIS et al., 2007). Dentre os mecanismos de agao propostos
relativo a acdo do nucleo é enfatizada a atuacdo em nivel de ciclooxigenses
(COX)(BALSAMO, et al., 2003).

Além disso, 0 nucleo exibe atividade antitumoral por atuar no processo de
angiogénese atuando, possivelmente, em mecanismos de transdugéo de sinais tais
como quinases, fosfolipase A2, metabolismo do acido aracddnico, receptores de
fosforilagcdo (EGF) e Ca*"-ATPase (ANDERSON; JONES, 1984; CHAN et al., 2004;
ALQASOUMI, et al., 2009).

Ainda levando em consideracdo o amplo espectro de agédo do nucleo tiofeno
destaca-se a atividade antimicrobiana, exaustivamente, relatada pela literatura
(BONDOCK, et al., 2010; ASIRI & KHAN, 2011). Em um trabalho desenvolvido por
Rodriguez-Arguelles 2007, ha comprovacao de inibicdo de crescimento bacteriano
testando derivados tiofénicos frente a cepas gram positivas e negativas
(RODRIGUEZ-ARGUELLES 2007). E possivel destacar também o trabalho realizado
por Flipo M. 2011, onde o mesmo avalia tiofen-2-il-1,2,4-oxadiazol em ensaio
fenotipico com macréfagos infectados por M. tuberculosis confirmando a atividade in
vitro (FLIPO M. 2011).

Considerando a atividade antifungica de derivados tiofénicos, trabalhos
realizados mostram considerada atividade contra cepas resistentes quando
comparados a anfotericina B (CHOHAN, et al., 2006; WARDAKHANA, et al., 2007;
PINTO et al., 2008). Tanguamani A. 2010, avalia a atividade antifungica in vitro
frente a cepas de Cryptococcus neoformans (ATCC-3312), Candida albicans (ATCC-
3122), Rhizopus sp. (ATCC-2915), Aspergillus niger (ATCC-598) e Aspergillus flavus
(ATCC-485) obtendo concentragdes inibitorias abaixo de 200 mg/mL pelo método de
microdiluicdo (THANGAMANI A, 2010).
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3.3 Tiazolidinonas

Em geral a estrutura da tiazolidina consiste em um heterociclo pentamérico
contendo dois heteroatomos, enxofre na posicdo um e nitrogénio na posicéo trés e o
grupo carbonila na posi¢cao quatro, podendo diferenciar os grupos nas posicdes dois,
trés e cinco. As 4-tiazolidinonas sao bioisésteros (Figura 7) das tiazolidin-2,4-dionas,
imidazolidin-2,4-dionas, tioxotiazolidinonas e outras (ANDRES, et al., 2000;
ALTINTAS, et al., 2005; DANDIA, et al., 2006).

o) /R2 0 /Rl
N N
4 3
b\ ik o
R3 é R, Ry S

Figura 6: Anel 4-tiazolidinona e seu bioisdstero tiazolidin-2,4-diona.

3.3.1 Sintese de 4-Tiazolidinonas

Dentre as metodologias para sintese do anel 4-tiazolidinona destacam-se
duas possibilidades, a primeira é possivel a partir de reagdes envolvendo compostos
a-ceto-halogenados levando a formacao de Cs-S e C4-N. Ja a segunda metodologia
leva a formacao de C,-S e C4-N por meio de reagdes entre iminas substituidas e
acido a-mercaptoacético, ainda é possivel obtencdo através de reacbes entre
aminas, aldeidos e acido a-mercaptoacético. Nesta, primeiro o aldeido reage com a

amina e posteriormente ha formacao do anel 4-tiazolidinona (Esquema 11).

R1

—S 0
—N -
I \ + R— g— NR;
NHR, — HS
OH

Acido Haloacético tiuréias, acido

i . . . iminas
ou derivados tiosemicarbazidas c S Mercaptoacético
ou tiosemicarbazonas 2

C;—N
o)

NHR, + RCH;0H, + HSQJ\
OH

Esquema 11: Andlise retrosintética do anel 4-tiazolidinona
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l. Meios de Obtencao de 4-tiazolidinonas com funcao tioamida

Um meio viavel para obtengdo de tiazolidinonas € apartir de
tiosemicarbazonas com compostos carbonilados a,B-insaturados, como
acetilenodicarboxilato de metila (BERSENEVA et al., 1998) ou com anidrido maleico
em catélise basica (AQUINO, et al., 2008). Recentemente Ragab et al. 2010,
obtiveram novos derivados, possuindo o grupo acido acético em posi¢éo 5 do anel
4-tiazolidinona, a partir da reagéo entre derivado o tiosemicarbazona e anidrido
maleico em acido acético glacial por 16 horas em refluxo (Esquema 12) (RAGAB, et
al., 2010).

OCH,

T \gé (é\/( w

0 CH,COOH
CH2COOH
R R=H
OU R= OCH3

Esquema 12: Sintese do anel 4-tiazolidinona partindo da fungéo tioamida com anidrido
maleico em &cido acético sob refluxo.

Il. Obtencao do anel 4-tiazolidonona a partir de reagées envolvendo acido a-
mercaptoacético

A literatura descreve, exaustivamente, a obtencdo de tiazolidinonas 2,3
disubstituidas por meio de reacdes utilizando acido a-mercaptoacético. Ha varias
possibilidades para condicionar ao produto desejado, podemos destacar a reacao

com tiosemicarbazonas e acido a-mercaptoacético (Esquema 13).

NH,

(0]
HN \)J\benzeno (seco)
/ s; + HS
/—N SH OH Y W/&
Ph

Esquema 13: Sintese de 4-tiazolidinonas 2,3-disubstituidas partindo de tiosemicarbazonas e
acido tioglicolico
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Além disso, podemos ressaltar a sintese de 4-tiazolidinonas utilizando aminas

e aldeidos em reagdes que envolvem trés reagentes. Estas reacdes em que os trés

reagentes reagem em um unico baldo sdao denominadas reagdes “one-pot”, dentre

as vantagens é valido destacar a facilidade de purificagdo e isolamento de

compostos (Esquema 14).

0] ,//<
PN N—R
—_—
o) R1 H S\<
HS\)I\ Aldeidos R,
RNH; + OH + o 4-Tiazolidinona
Aminas Acido R
Tioglicdlico - ;\I\Q
o=/\/
. S
Ciclohexanona i
Espiro-4-
tiazolidinona

Esquema 14: Sintese de 4-tiazolidinonas utilizando reacdes de condensacao de trés

componentes.

3.3.2. Possiveis reacoes com o anel 4-tiazolidona

O anel 4-tiazolidinona possui consideravel reatividade em raz&do da diferenga

de eletronegatividade que leva a deslocamento de nuvem eletrénica no anel. Entre

as reacOes possiveis ha possibilidade de oxidacao na posicdo um (JOHNSON et al.,

1983). Além disso, ha possibilidade de N-alquilacdo na posicdo trés geralmente

utilizando haletos de benzila, reacées de Manich, tionacdo da carbonila utilizando

reagente de Lawesson e condensacgao/adicdo de Michael na posicdo 5 do anel com

aldeidos, cetonas, ésteres de Cope ou sais de diazénio (Figura 8) (SINGH, et al.,

1981).
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com aldeidos
cetonas e

sais de diazonio

Oxidacao

Figura 7: Principais reagbes do anel 4-tiazolidinona

I. Reacao de Oxidacao

A oxidacao na posicao um do anel 4-tiazolidinona € viavel com a utilizacao de
permanganato de potassio (KMnO4) em &cido acético a 5°C (Johnson et al., 1983). A
formacao de 1,1-dioxo-4-tiazolidinona também € possivel utilizando &cido m-cloro-

perbenzdico (Esquema 15).

R O R o
R""""'H KMnO4/AcOH Ru'"-----H
> O~
S\<N\CH3 \//S \<N\CH3
s..:' - K s.':
Ph pi H
R=F, H OU CH3 1,1- dioxo-4-

tiazolidinonas
R,=FOUH

Esquema 15: Reacgéo de Oxidagédo no anel 4-tiazolidinona

Il.LReacao de N-Alquilacao

Trabalhos publicados demonstraram que a obtencdo de derivados N-
alquilados com grupos alquil ou alquilalcéxi sdo obtidos com sucesso (Esquema 16).
A sintese consiste utilizacdo de base para abstracdo do hidrogénio do NH da
posigao trés formando um ion amideto. Este em solvente preferencialmente aprotico

é apto a atuar como nucledfilo (LEITE, et al., 2007).
36



\J

0 (0]
COOEt
BrCH,COOE!
,/4 ,/[<N /
NH S
S \< K2CO3/Acetona \<
R R

Esquema 16: Reacgéo de N-Alquilagéo, formacao do alquil Ester na posi¢cao 3 do anel
lll.LReacao de Mannich

A literatura discute, exaustivamente, reacdes do tipo Mannich. As mesmas
ocorrem geralmente entre 2-imino-4-tiazolidinonas e aminas primarias ou
secundarias, em presenca de formaldeido (HCHO) ou paraformaldeido [(HCHO)n],
em metanol, levando a formacdo de 2-imino-3-(aminometil substituido)-4-

tiazolidinona (Esquema 17) (BOMBARDIERI; TAURINS, 1955; CAMPAIGNE, et al.,
1965; ALTINTAS, et al., 2005).

0

HCHO
N ¢ RINH2 > N—CH,NH,
s\< MeOH S\<

Z
Z

R/ R/
R=H ou Aril R'=Alquil

Esquema 17: Reacdo de Mannich

IV.Reacao de Condensacao na posicao 5 da 4-tiazolinona

A substituicdo na posicao 5 é viavel devido a presenca de um metileno ativo
quando na presenca de base, podendo condensar na presenca de aldeidos,
cetonas ou ésteres de Cope (GHOGARE et al., 2010). Nesta reacao ha formacao de
um enolato intermediario estabilizado, que é dependente do efeito elétron-atraente
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da carbonila, adjacente ao grupo metileno, e da presenca de grupos elétrons-
atraentes na posicao 2 do anel 4-tiazolidinona (Esquema 18).

Quando por meio de reagdo de Knoevanagel pode ser utilizagcdo meio
tamponado acido acético/acetato de sédio (METWALLY et al.,, 2010). Outras
metodologias para condensacdo na posicdo 5 também sdo viaveis a exemplo
utilizando etanol com piperidina catalitica (OTTANA, et al., 2009).

o)
NH, 0,
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Esquema 18: Comdensacédo da 4-tiazolidinona com aldeido e trietilamina catalitica.

A formacao 5-arilidenos-4-tiazolidinonas, obtidos pela condensacao de 4-
tiazolidinonas com benzaldeidos substituidos, conduz, teoricamente, a duas
configuracbes diastereoisoméricas E e Z. A configuracdo na qual os dois
substituintes prioritarios (enxofre e fenil) se encontram do mesmo lado é
denominada Z; quando estes substituintes estdo localizados em lados opostos €
denominada E. A determinacdo da configuracdo dos diastereoisdbmeros pode ser
feita através de andlises espectroscopicas (RMN '*C, RMN'H) e através de
cristalografia por raios X (GOUVEIA, et al., 2009).

V. Reacéao de Tionagao

A tionagdo da carbonila do anel 4-tiazolidinona pode ser sintetizado via
reagente de Lawesson 1,3-ditio-2,4-difosfatano-2,4-dissulfeto-2,4-bis(4 metoxifenil),
para sintese de 4-tioxo-tiazolidin-2-ona. O mecanismo reacional envolve um
intermediario de quatro membros semelhante a oxafosfetana, observada na reagao

de Wittig, para formacao de alquenos a partir de aldeidos e cetonas.
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3.4 Relevancia bioldgica das 4-tiazolidinonas

O anel 4-tiazolidinona quando presente em moléculas avaliadas com fins
biolégicos tem mostrado um amplo espectro de atividade biolégica (ANDRES et al.,
2000; METWALLY et al.,, 2010). Este amplo espectro de atividade acontece em
razdo do nucleo 4-tiazolidinona alcangar varios alvos farmacoldgicos ja
estabelecidos. Com base nisso é possivel afirmar que 4-tiazolidinonas possui
atividade antibacteriana (VICINI et al., 2006; PETRIKAITE et al., 2007; VICINI et al.,
2008), antifungica (OMAR, et al.,, 2010), antitumoral, antiprotozoaria, antiviral,

antiinflamatéria (GOEL, et al., 1999), analgésica e antipsicética (Mutlib, et al., 1996).

3.4.1 Atividade antimicrobiana

Metwally et al. 2010, realizaram avaliacdo biolégica de derivados Bis-
tiazolinona usando duas espécies Aspergillus flavus e Candida Albicans, também
contra Escherichia coli (EC) e Staphylococcus aureus (AS) onde foi possivel verificar
consideravel atividade contra EC e AS (METWALLY, ABDALLA et al., 2010).
Recentemente, Omar et al. 2012, realizaram uma avaliagdo antimicrobiana de
derivados do 4-[(adamantan-1-il)1,3-(tiazol-2-ilimino)] tiazolidin-4-one frente a
bactérias Gram positiva e negativas e uma variedade de espécies de fungos (Figura
8). Os resultados mostram a atividade dos derivados contra todas as espécies de
bactérias e carater fungiostatico e o trabalho considera a inclusao de arilidenos na
posicao 5 do anel enriquece a atividade antibacteriana (BOZDAG-DUENDAR et al.,
2007; OMAR, et al., 2010).
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Figura 8: Compostos 4-tiazolidinona com atividade antibacteriana
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3.4.2 Atividade Antiviral

A enzima transcriptase reversa é considerada uma enzima chave na
replicacao viral do virus da sindrome da imunodeficiéncia (HIV). Recentemente tem
sido buscado moléculas que atuem efetivamente na replicagcdo com concentragao
nanomolar e baixa citotoxicidade(BARRECA, et al., 2001).

Kawal et al. 2007, avaliaram a atividade de compostos anti-HIV por meio de
inibicdo da replicacdo viral por atuar a nivel da enzima transcriptase reversa. Os
resultados evidenciaram compostos altamente potentes contra o HIV, dentre estes
um arilsubstituido, 3H-tiazole-[3,4-a]Jbenzimidazol, provavelmente por ocorréncia de
mudancas conformacionais. O mecanismo de acgao relatado foi atribuido ao HIV RT
(RAWAL K. R. et al. 2007).

Em outro trabalho Balzarini et al., 2007, relatam a avaliagdo do potencial anti
HIV de derivados 4-tiazolidinonas contendo adamantano e 2,3-diaril-1,3-tiazolidin-4-
ona, os resultados mostraram atividade contra HIV-1 (llIg) e HIV-2(ROD) em culturas
de células, nenhum dos compostos foram ativos contra HIV-2 compostos contendo
substituintes na posicdo 3 do anel tiazolidinona, N-substituidos, mas sem
adamantano mostraram-se desprovidos de atividade anti viral (Figura 9)
(BALZARINI, et al., 2007).

S ene

Figura 9: Derivados 4-tiazolidinona avaliados anti HIV.

3.4.3 Atividade Antiinflamatoria

Antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs) sdo uma heterogénea familia de
compostos farmacologicamente ativos utilizado no tratamento de inflamagdo aguda
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e crbnica, para analgesia e hipertermia. O processo inflamatério é caracterizado por
varios mediadores, com interleucinas, e atuacdo de enzimas chave como as
ciclooxigenases responsaveis pela conversdo do acido aracdbnico em

prostaglandinas.

Ottana et al. 2009, relatam a atividade anti-inflamatéria da 5-arilideno-2-imino-
4-tiazolidinonas. Todos 0s compostos exibiram atividade em modelos de inflamacao
aguda induzida por carragenina em edema de pata de ratos. O 5-(4-
Metoxifenilideno)-2-fenilimino-3-propil-4-tiazolidinona foi o composto que despertou
maior interesse com base nos experimentos sendo submetido ao docking no sitio
ativo de COX 2 (OTTANA et al. 2009).

Em outro trabalho Kumar e Rajput 2009, avaliaram a atividade anti-
inflamatéria em inflamagao aguda de derivados quinazolin-4-ona contendo o nucleo
4-tiazolidinona. Os resultados mostraram que as moléculas contendo o nucleo 4-

tiazolidinona se mostraram superior a derivados contendo azetidinonas (KUMAR;

RAJPUT, 2009).
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Figura 10: 4-tiazolidinonas com atividade antiinflamatoria promissora

3.3.4 Antividade antitumoral

Uma nova série de derivados 5-benzilideno-4-tiazolidinona contendo indol-2-
ona, dentre outros, foram sintetizados para avaliagéo de atividade citotoxica (Figura

10). Em vista os diferentes alvos e mecanismos que derivados 4-tiazolidinonas
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podem agir, a exemplo a atuacdo em nivel de fosfatases, quinases, dentre outros.
Os derivados sintetizados foram testados em vérias linhagens de células (HT-29,
H460, MDA-MB-231 e SMMC-772) tumorais humanas (WANG, et al., 2011). Foi
possivel verificar que derivados 4-tiazolidinona contendo indol-2-ona exibiram de
moderada e excelente atividade citotoxica contra as varias linhagens ja

apresentadas.

Foi possivel verificar que derivados 4-tiazolidinona contendo indol-2-ona
exibiram de moderada e excelente atividade citotoxica contra as varias linhagens ja
apresentadas (WANG, et al., 2011).
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Figura 11: Derivados 4-tiazolidinonas avaliados para atividade antitumoral
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SINTESE, CARACTERIZACAO E COMPROVACAO ESTRUTURAL
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4. SINTESE, CARACTERIZACAO E COMPROVACAO ESTRUTURAL

4.1 Material e Métodos

Os reagentes utilizados foram: Ciclopentanona, Ciclohexanona,
Cicloheptanona, enxofre, etanol absoluto, malonitrila e cianoacetato de etila;
fenilisotiocianato, p-Cloro-fenilisotiocianato, p-Bromo-fenilisotiocianato, benzeno,
cloroférmio, trietilamina; cloroacetato de Etila, acetato de sédio fundido . Os
reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos e para suas analises
pertencem as marcas Sigma, Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis.

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel 60
Merck F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366
nm) ou através de vapores de iodo.

A caracterizacdo estrutural foi realizada através da espectrofotometria de
absorcao no infravermelho (IV), em espectrofotometro FTIR Bruker Modelo IFS 66,
pastilhas de KBr. Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN1H) e de carbono (RMN '3C) foram efetuados em espectrofotdmetros Varian
Modelo Plus de 300 MHz e de 400MHz. Para determinacado dos pontos de fuséo
sera utilizado aparelho Quimis Modelo 340.27.

Nos espectros de ressonancia magnética nuclear, os deslocamentos quimicos
estdo expressos em ppm. A multiplicidade dos sinais estd representada por:
simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t) e multipleto (m) e as
constantes de acoplamento (J) estdo expressas em Hz (Hertz).

4.1.1 Sintese dos Derivados Cicloalquiltiofenos

O esquema apresenta o diagrama de sintese dos derivados tiofeno
(Esquema19) com anéis ciclicos laterais de cinco, seis e sete membros (LPSF/ZA).
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Esquema 19: Rota sintética para obtencao de derivados cicloalquil tiofenos por reagéao de
Gewald.

O referido esquema mostra a reacado de Gewald essencial para sintese da
primeira etapa da sintese dos derivados (LPSF/ZA). Esta reagcdo organica
caracteriza-se por envolver a condensag¢dao de uma cetona ou de um aldeido com
um composto metileno ativo (nesse caso um a-cianoéster) na presenca de enxofre
elementar e de uma base organica. Inicialmente a base retira um préton da
acetonitrila que se torna um nucledfilo e ataca a fungao carbonila. Ocorre, no caso,
uma deslocalizacdo dos elétrons para o oxigénio, com isso, 0 oxigénio capta o
préton ao desprotonar a base. Em seguida, ocorre a formacdo de agua e sua
posterior saida a partir do momento da formacédo de uma ligacdo dupla, ou seja,
chega-se ao final da primeira etapa. O produto final gerado é um éster 2-amino-
tiofeno. Segundo Puterova a primeira etapa desta sintese € a condensagdo de
Knoevenagel entre uma cetona ou um aldeido e o composto metileno ativo no

propésito de produzir o éster de Cope.

A segunda etapa tem 0 mecanismo ainda nado totalmente elucidado (Esquema
20), mas caracteriza-se pela adicdo do enxofre elementar ao intermediario,
formando ap6s ciclizacdo e tautomerizagdo o tiofeno desejado. O provavel
mecanismo reacional dessa reacgao inicia com o ataque da base ao hidrogénio a da

dupla ligacédo formada (antes da 12 reacdo — o carbono a a carbonila). O nucledfilo
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formado ataca um dos atomos de enxofre (Sg) que por sua vez, ataca o carbono da
nitrila, fechando o cliclo. Sucessivas transferéncias de prétons e tautomerizacao

resultam no 2-amino-tiofeno final. O mecanismo esta representado abaixo.
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Esquema 20: Mecanismo da reagéo de Gewald

A segunda etapa da sintese caracteriza-se por uma reacao onde a amina livre
ataca o carbono da tiocarbonila do derivado isotiociocianato (Esquema 21). Nesta
reacdo o carbono da tiocarbonila se torna mais suscetivel ao ataque com catalise
basica por da trietilamina. O nitrogénio da fungdo amino do derivado tiofeno possui
par de elétrons livres que atacam o carbono positivo, 0 ataque resulta na quebra da
ligacdo da base com o carbono. O nitrogénio positivo perde seu préton para a base
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ou através de abstracado intramolecular e por fim em razdo do equilibrio quimico

chega-se ao derivado tioureido.
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Esquema 21: Mecanismo da sintese de tioureido

A terceira etapa consiste na formagéo do anel 4-tiazolidinona (Esquema 22).
A reacdo consiste na abstracdo do proton diretamente ligado ao nitrogénio na
posicdo dois do anel tiofénico. Esta abstracdo conduz a um deslocamento de
elétrons para cima do enxofre que por sua vez ataca o carbono dois do cloroacetato
de etila caracterizando uma substituicdo nucleofilica tipo SN,. O nitrogénio
diretamente ligado ao anel ataca a carbonila levando a uma oscilagéo de carga para
0 oxigénio, quando ha o retorno da mesma ¢é liberado o grupo etdxido na forma de

alcool.
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Esquema 22: Mecanismo de formagéo do anel 4-tiazolidinona

4.1.2 Procedimentos experimentais

l. Sintese dos derivados 2-amino-tiofeno:

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados a cetona ciclica
(pentanona, hexanona ou heptanona), na mesma razao molar que a malonitrila ou
cianoacetato de etila, sendo a morfolina adicionada na proporg¢do de 0,6 mols para
cada 1 mol da malonitrila, em presenca de etanol absoluto. A malonitrila foi
adicionada gota a gota e a mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente por
cerca de 4 horas. A mistura reacional foi filirada e lavada com etanol gelado. Em
seguida a agua mae foi levada ao freezer overnight e ap6s esse periodo € 0

precipitado formado novamente foi filtrado e lavado com etanol gelado. O produto
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final foi purificado através de cristalizacbes sucessivas ou por cromatografia em

coluna utilizando pressao.

Il. Sintese dos derivados 2(3-fenil-tioureido)-cicloalquiltiofeno-3- acido

carboxilico éster etilico.

Quantidades equimolares do 2-amino-tiofeno (LPSF/ZA) e do derivado
isotiociannato de escolha foram postos a reagir em tolueno tendo como catalisador
trietilamina; Essa mistura reacional foi posta a temperatura de refluxo e a reacéao foi
acompanhada por placas de cromatografia em camada delgada. Ap6s constatado
termino da reagao, o produto final precipitou no meio, sendo posteriormente, filtrado
e lavado com acetato de etila gelado sucessivas vezes. O filtrado foi levado ao
freezer e apds precipitacao, filtrado e lavado sucessivas vezes.

lll. Sintese dos derivados 2-(4-Oxo-3-fenil-tiazolidin-2-ilideneamino)-4,5,6,7-
tetrahydro-3H-indeno-acido carboxilico éster etilico.

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados derivados tioureido
(LPSF/ZA) e 1.1 equivalentes de cloroacetato de etila em meio etandlico catalizado
por 4 equivalentes de acetato de sodio fundido. Essa mistura reacional foi posta a
temperatura de refluxo e a reacao foi acompanhada por placas de cromatografia em
camada delgada. Depois de constatado termino da reagcao com evidente formacéo
de precipitados, sendo posteriormente a vacuo e lavado com etanol gelado
sucessivas vezes. O filirado foi levado ao freezer e apds precipitacao, filtrado e

lavado sucessivas vezes.
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4.2 Resultados e Discussao

Todas as rotas sintéticas, dos compostos tiofenos LPSF/ZA mostraram-se
eficazes, no entanto, segundo ja previsto na literatura produtos resultantes da
reacdo de Gewald apresentam rendimentos, relativamente, baixos. A maior parte
dos compostos sintetizados foi obtida em bons rendimentos, relativamente, e sem a
necessidade de purificagao por cromatografia em coluna, sendo apenas necessarias
etapas de lavagens e recristalizagdo. Rendimentos obtidos n&o satisfatdrios séo
atribuidos ao equilibrio quimico do éster 2-aminotiofeno (Esquema 23). Além disso,
o derivado tioureido formado na segunda etapa o produto formado pode formar um
terceiro ciclo resultado do ataque do nitrogénio a carbonila do carbono 3.
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Esquema 23: Equilibrio quimico de derivados cicloalquiltiofenos e possiveis produtos
formados

Vale salientar, que é de interesse a condensacgao do anel 4-tiazolidinona na
posicdo 5 (Esquema 24). No entanto, por ndo haver restricdo da ressonancia o
metileno ndo se mostrou ativo suficiente para realizar a condensacdo de
Knoevenagel (GOUDA, BERGHOT et al, 2010). Para obter os derivados
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substituidos também na posicao 5 é necessario inserir um grupamento espacador ou

outro meio que restrinja a ressonancia na molécula.

Esquema 24: Ressonancia de derivados LPSF/ZA impossibilitando condensacgéao de
Knoevenagel

4.2.1 2-Amino-4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (LPSF/ZA-01);

5 CN
| \ NH,
7 s
8

> Formula Molecular: C,H, N,S MM(g/mol): 178. Cor/Aparéncia: Cristais beges claro.

Rdt(%): 67,7. PF (°C): 157-159. Rf (n-Hex/AcOEt 8,5:1,5): 0,45.
> RMN 'H (200MHz, CDCls) (H-5,8) 2,44-2,50 ppm, m, 4H, (H-6,7) 1,67-1,80 ppm, m,4H
(NH,) 4,63 ppm, s, 2H. RMN'®*C (200 MHz, CDCl;) 22,0(C5), 23,3(C6), 24,0(C7), 24,4(C8),
88,6(CN), 115,4(C4), 120,5(C9), 132,2(C3), 159,9(C2).
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> IV (KBr, cm-1): 1621,56 (C=0); 3327,96 (NH2): 2196,56 (CN); 2933,328 (CH2 Def. axial);

> MS: (ESI+): 179,0651

4.2.2 Acido 2-Amino-4,5,6,7-tetrahidro-benzo[b]tiofene-3-etil éster carboxilico
(LPSF/ZA-02);

Figura 11: Espectro de RMN 'H do composto LPSF/ZA-02

» Férmula Molecular C11H1sNO.S; Massa Molecular: 225,08 g/mol, sélido cor Bege
claro; Ponto de Fusdo: 1042 C Rendimento: 54,35% Razéao de Frente e Sistema: 0,5
n-Hex./AcOEt. 8:2;

» RMN 'H (Figura 11): (CDCls, 300MHz): &: H (1) 1,302-1,350 ppm (m, 3H, CHs);
1,738-1,756 ppm (m,4H, CHy); 2,463-2508 ppm (m, 2H, CH>); 2,673-2,718 ppm (m,
2H, CHy); 4,213-4,284 ppm (dd, 2H, CH.); 5,956 (NH).
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> RMN 3C (CDCls, 300MHz) &: 14,402 (C1); 22,758 (Ce); 23,178 (Cq); 24,460 (C7);
26,871 (Cs); 59,319 (C»); 117,536 (C4/Cs); 132,371 (C1o); 161,674(Cy);

> IV (KBr, cm-1): 1596,78-1647,37 (C=0); 3298,92-3405,14 (NH,); 1491 (CH, Def.
angular), 1335 (CH3 Def. angular); 1027 (C=0 Def. angular);

> MS: (ESI*) 226,0731

4.2.3 Acido 2-Amino-5,6-dihidro-4H-ciclopenta[b]tiofene-3-etil éster carboxilico
(LPSF/ZA-04);

; | D—nNH,

g 9 O

» Formula Molecular: C1oH13NO2S; Massa Molecular: 211,07 g/mol, sélido cor Bege
claro; Ponto de Fuséao: 922 C Rendimento: 43% Razao de Frente e Sistema: 0,5 n-
Hex./AcOEt. 8:2;

» RMN 'H (CDCls, 300MHz): &: H (1) 1,289-1,233 ppm (m, 3H, CHs ); 1,824 ppm
(1H, CH>); 2,311 ppm (1H, CH»); 2,683-2,725 ppm (m, 2H, CHy); 2,776-2,824 ppm
(m, 2H, CHy);

> RMN '3C: (CDCls, 300MHz) &: 14,112-14,372 (C1); 25,04 (Cs); 26,505 (Cs); 27,154
(C7); 59,334 (Cy): 115,575 (C10); 121,207 (Cs); 142,559 (Cs); 161,674(Ca);

> IV (KBr, cm-1): 1643, 11 (C=0); 3295, 78-3414, 23 (NH,); 1494,5 (CH. Def.
angular), 1265,84 (CHs Def. angular); 1038,63 (C=0 Def. angular);

> MS (ESI*): 212,0582

53



4.2.4 Acido 2-Amino-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[ b]tiofene-3-etil éster
carboxilico (LPSF/ZA 03);

» Fbérmula Molecular: C12H17NO2S; Massa Molecular: 239,10 g/mol, sélido cor bege
escuro; Ponto de Fusao: 1052 C Rendimento: 39%% Razado de Frente e Sistema:
0,56 n-Hex./AcOEt. 8:2;

» RMN 'H (CDCls, 300MHz): &: H (1) 1,317-1,36 ppm (t, 3H, CH3); 1,60-1,645 ppm
(m, 4H, CHy); 1,774-1,821ppm (m, 2H, CH>); 2,548-2,585 (m, 2H, CH,); 2,946- 1,982
ppm (m, 2H, CH,); 4,238-4,310 ppm (dd, 2H, CH>); 5,744 (NH);

> RMN ™3C: (CDCls, 300MHz) &: 14,387 (C1); 26,856 (Cs); 27,780 (Co); 28,558 (C);
26,154-26,307 (Cs); 59,517 (C2); 107,479 (C11); 121,222 (C1o); 159,812 (Ca);

> IV (KBr, cm-1): 1651, 96 (C=0); 3398, 61-3301, 66 (NH,); 1481,11 (CH, Def.
angular), 1277,90 (CHs Def. angular); 1024,93 (C=0 Def. angular);

» MS (ESI*): 240,0876
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4.25 Acido 2-(fenil-tioureido)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofene-3-etil
éster carboxilico (LPSF/ZA-09);

» Férmula Molecular: Ci7H1sN20O2S,; Massa Molecular: 374,11 g/mol, sélido cor
Bege claro; Ponto de Fusdo: 185° C Rendimento: 54,83% Razdo de Frente e
Sistema: 0,5 n-Hex./AcOEt. 9:1;

> RMN 'H (CDCls, 400MHz): &: H (1) 1,297-1,344 ppm (t, 3H, CH3, J=7,2 Hz ); H (4)
1,589-1,600 ppm (d, 2H, CH», J1=5,6 Hz); H (5 e 6) 2,768-2,816 ppm (m, 4H, CHy); H
(7) 4,192-4,207 ppm (d, 2H, CHy, J3=6 Hz); 7,23-7,247 ppm (s, 1H, Ar); 7,378-7,413
ppm (d, 2H, Ar, J-=6,8 Hz); 7,494-7,476 ppm (d, 2H, Ar, J=7,2 Hz); 11,006 ppm (s,
1H, NH); 11,581 ppm (s, 1H, NH).

4.2.6 Acido 2-(fenil-tioureido)-4,5,6,7-tetrahidro-4H-benzo[b]tiofene-3-etil éster
carboxilico (LPSF/ZA-05);
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» Férmula Molecular: C1sH20N202S,; Massa Molecular: 360,10 g/mol, sélido cor
branco; Ponto de Fusao: 1852 C Rendimento: 66,79% Razao de Frente e Sistema:
0,4 n-Hex./AcOEt. 9:1;

> RMN 'H (DMSO, 400MHz): &: H (1) 1,224-1,259 ppm (t, 3H, CHs, J=6,8 Hz ); H (6
e 7) 1,687 ppm (m, 4H, CH>); H (8) 2,560 ppm (s, 2H, CH.,); H (5) 2,675 ppm (s, 2H,
CH,); 3,324 ppm (DMSO); H (2) 4,182-4,235 ppm (dd, 2H, CH, J;=7,2 Hz); H
(12,13,14,15 e 16) 7,192-7,458 ppm (m, 5H, Ar); 10,946 ppm (s, 1H, NH); 11,817
ppm (s, 1TH, NH). IR

> IV: (KBr, cm™): 506,65 (-C-S-); 1663,01 (C=0); 1437,83 (CH, Def. angular),
1235,62 (CH3 Def. angular); 1026,52 (C=0 Def. angular);

> MS (ESI*): 361,0807

4.2.7 Acido 2-(3-fenil-tioureido)-5,6-dihidro-4H-ciclopenta[b]tiofene-3-etil éster
carboxilico (LPSF/ZA-06);

Figura 12: Espectro de RMN "H do composto LPSF/ZA-06
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» Férmula Molecular: Ci7H1sN20O2S,; Massa Molecular: 346,08 g/mol, sélido cor
Bege claro; Ponto de Fusdo: 185-187 C Rendimento: 73,52% Razédo de Frente e
Sistema: 0,4 n-Hex./AcOEt. 9:1;

> RMN 'H (Figura 12) (CDCls, 400MHz): &: H (1) 1,245-1,275 ppm (t, 3H, CHa,
J=6,4 Hz ); H (5) 2,278-2,292 ppm (d, 2H, CH, J;=5,6 Hz); H (6 e 7) 2,768-2,816
ppm (m, 4H, CHy); H (2) 4,192-4,207 ppm (d, 2H, CH», J3=6 Hz); H (14) 7,23-7,247
ppm (s, 1H, Ar); H (12 e 13) 7,378-7,413 ppm (d, 2H, Ar, J.=6,8 Hz); H (15 e 16)
7,494-7,476 ppm (d, 2H, Ar, J=7,2 Hz); 11,006 ppm (s, 1H, NH); 11,581 ppm (s,
1H, NH).

> RMN '3C: (CDCls, 300MHz) &: 14,006 (C1); 27,177 (Cs); 28,290 (Ce); 30,139 (Ce);
60,224 (Cg); 124,198-125,679 (C12,13); 128,894-131,342 (C13,14); 138,091 (C4);
140,368 (C17); 153,607 (Cs); 165, 066 (Ca); 175,231 (C1s);

» MS (ESI*): 347,0658

4.2.8 Acido 2-(4-Oxo-3-fenil-tiazolidin-2-ilideneamino)-4,5,6,7-tetrahidro
benzo[b]-tiofeno-3- etil éster Carboxilico (LPSF/ZA-13);

11

» Férmula Molecular: CzoH2oN203S,; Massa Molecular: 400,09 g/mol, sélido cor
branco; Ponto de Fusdo: 1852 C Rendimento: 24,46% Razao de Frente e Sistema:
0,4 n-Hex./AcOEt. 9:1;

> RMN 'H (CDCls, 400MHz): &: H (1) 1,37 ppm (t, 3H, CH3, J=7,2 Hz ); H(5e 6) 1,8
ppm (m, 4H, CH»); H (7) 2,78 ppm (d, 2H, CH,, J>= 6Hz); H (8) 2,94 ppm (d, 2H,
CHaz,Jo= 6 Hz); H (11) 3,82 ppm (s, 2H, CHy); H (2) 4,182-4,235 ppm (dd, 2H, CH,

57



Js=7,2 Hz); H (15 e 16/12 e 13) 7,31-7,334 ppm (m, 2H, Ar); H (15, 14 e 13) 7,52-
7,54 ppm (m, 3H, CH, Ar).

> IV: (KBr, cm™'):1734,42 (C=0); 1680,73 (C=0);2920,36 (CH, Def. axial); 1516,90
(CH Def. angular), 1306,78 (CH;3 Def. angular); 1160,01(CHs Def. angular).

» MS (ESI*): 401,0734

4.2.9 Acido 2-(4-Oxo-3-fenil-tiazolidin-2-ilideneamino)-4,5,6,7,8-tetrahidro
benzo[b]-tiofeno-3- etil éster Carboxilico (LPSF/ZA-11);

» Férmula Molecular: C21H2oN203S,; Massa Molecular: 414,11 g/mol, sélido cor
branco; Ponto de Fusao: 120-1222 C, Rendimento:14,35%, Razdo de Frente e
Sistema: 0,6, n-Hex./AcOEt. 7:3;

> RMN 'H (CDCls, 400MHz): &: H (1) 1,25 ppm (t, 3H, CH3, J=7,2 Hz ); H(5 e 6) 1,8
ppm (m, 4H, CH»); H (6 e 7) 2,8 ppm (d, 2H, CH», J>= 6Hz); H (8 e 9) 2,25 ppm (d,
2H, CH,,Jo= 6 Hz); H (10) 3,45 ppm (s, 2H, CH.); H (2) 4,166-4,219 ppm (dd, 2H,
CH, Js=7,2 Hz); H (16 e 15/12 e 13) 7,293-7,317 ppm (m, 2H, Ar); H (15, 14 e 13)
7,502-7,530 ppm (m, 3H, CH, Ar).

> IV: (KBr, cm™"):1680,49 (C=0); 1735,25 (C=0); 1517,08 (CH. Def. angular),
1305,83 (CH3 Def. angular); 1163,26(CH3 Def. angular).

> MS (ESI*): 415,0889
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4.2.9 Acido 2-(4-Oxo-3-fenil-tiazolidin-2-ilideneamino)-4,5,6,7-tetrahidro
benzo[b]-tiofeno-3-etil éster Carboxilico (LPSF/ZA-14);

l
i
|

Figura 13: Espectro de RMN'H do composto LPSF/ZA-14

» Férmula Molecular: C19H1sN2O3S,; Massa Molecular: 386,08 g/mol, sélido cor
bege claro; Ponto de Fusdo: 142-144°C Rendimento 14 %. Razdo de Frente e
Sistema: 0,5 n-Hex./AcOEt. 8:2;

» RMN 'H (Figura 13)(CDCls, 400MHz): 5: H (1) 1,283-1,319 ppm (t, 3H, CHs, J=7,2
Hz ); H (4 e 5) 2,40-2,458 ppm (m, 4H, CHy); H (6) 2,989-3,085 ppm (d, 2H, CHo,
Jo= 7,2 Hz); H (7) 3,844 ppm (s, 2H, CHy); H (2) 4,189-4,242 ppm (dd, 2H, CH, Js=
6,8 Hz); H(12 e 11/ 8 € 9) 7,320-7,344 ppm (m, 2H, Ar); H (9, 10 e 11) 7,520-7,558
ppm (m, 3H, CH, Ar).

> RMN 'C (CDCls, 300MHz) d: 14,209 (C1); 27,916 (C.); 28,824-29,516 (Cs);
34,911 (C;); 61,827 (Cy); 129,031-129,752 (Cs ou Cyz); 130,102 (Cyo); 135,423-

59



137,157 (Co11); 140,483 (C3); 155,381(C13) 158,268 (C1s); 166,923 (C=N); 168,396

(C1s tiazolidinona).

> IV: (KBr, cm™'):1686,21 (C=0); 1512,56 (CH, Def. angular), 1307,45 (CHj Def.
angular); 1027,96 (CHs Def. angular)

> MS (ESI*):387,0595

4.2.10 Acido 2-[3-(4-Cloro-fenil)-4-oxo-tiazolidin-2-ilideneamino]-4,5,6,7-
tetrahidro benzo[b]-tiofeno-3- etil éster carboxilico (LPSF/ZA-20);

» Férmula Molecular: Co9H19CIN2O3S,; Massa Molecular: 434,05 g/mol, sélido cor
branco; Ponto de Fusao:121-122°C Rendimento: 36% Razao de Frente e Sistema:
0,65 n-Hex./AcOEt. 7:3;

> RMN 'H (CDCls, 300 MHz): &: H (1) 1,293-1,342 ppm (t, 3H, CH3, J=6,9 Hz ); H (7
e 8) 1,811-1,904 ppm (m, 4H, CH,); H (9) 2,748-2,786 ppm (d, 2H, CH,, J-= 6 Hz); H
(6) 2,914-2,953 ppm (d, 2H, CHz,Jo= 5,7 Hz); H (11) 3,864 ppm (s, 2H, CH>); H (2)
4,194-4,264 ppm (dd, 2H, CH, Js= 7,2 Hz); H (13 e 14 ou 15 e 16) 7,27-7,298 ppm
(m, 2H, Ar); H(13 e 14 ou 15 e 16) 7,515-7,542 ppm (m, 2H, CH, Ar).

> RMN '¥C (CDCls, 300MHz) 5: 14,232 (C1); 22,198 (C-); 22,919 (Cs); 25,056 (Ce);
25,296 (Cg); 34,930 (Ci1); 61,910 (Ca); 130,089-130,512 (Ci3 ou Cie); 131,661-
132,195 (C14 ou Cis); 136,254 (Cio); 155,210 (Ci7); 158,262 (Cs); 161,956 (Cs);
168,297 (C12).
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> IV (KBr, cm™): 2938,45 (CH, Def. axial); 1679,97 (C=0), 1734,42 (C=0), 1514,64
(CH, Def. angular); 1170,96 (CH3 Def. angular) 797,11 (Ar).

4.2.11 Acido 2-[3-(4-Cloro-fenil)-4-oxo-tiazolidin-2-ilideneamino]-4,5,6,7-
tetrahidro benzo[b]-tiofeno-3- etil éster Carboxilico (LPSF/ZA-21);

» Férmula Molecular: Co1H21CIN2O3S,; Massa Molecular: 448,07 g/mol, sélido cor
branco; Ponto de Fuséao: 1452C Rendimento: 32% Razao de Frente e Sistema: 0,65
n-Hex./AcOEt. 7:3;

> RMN 'H (CDCls, 300 MHz): &: H (1) 1,295-1,343 ppm (t, 3H, CHs, J=7,2 Hz ); H
(6 e 7) 1,63-1,732 ppm (m, 4H, CH>); H (8) 1,876-1,912 ppm (d, 2H, CH,, Jo= 5,4
Hz); H (9) 2,816-2,853 ppm (d, 2H, CH,,J.= 5,7 Hz); H (10) 3,234-3,271 (d, 2H, CH,
J=5,4); H (11) 3,853 ppm (s, 2H, CH,); H (2) 4,193-4,265 ppm (dd, 2H, CH, J;= 7,2
Hz); H (14 e 15) 7,264-7,294 ppm (m, 2H, Ar); H (16 e 17) 7,513-7,542 ppm (m, 2H,
CH, Ar).

> RMN ®C (CDCls;, 300MHz) &: 14,235 (Cq); 27,166 (C¢); 27,616-27,742 (Cy);
29,799 (Cs); 32,542 (Cyg); 34,866 (C11); 61,921 (Cyp); 119, 737 (Cy4 ou Cy7); 130,077-
130,257 (Ci5 ou Cqe); 133,996 (C4); 136,419 (Cq3); 137,239 (Cs); 158,773 (Ca);
168,346 (C12).

> IV (KBr, cm-1): 1674,85 (C=0); 1740,62 (C=0); 2919,86 (CH. Def. axial); 1514,80
(CH, Def. angular); 1169,67 (CH3 Def. angular);

> MS (ESI*): 449,0736
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4.2.12 Acido 2-[3-(4-Bromo-fenil)-4-oxo-tiazolidin-2-ilideneamino]-4,5,6,7-
tetrahidro benzo[b]-tiofeno-3- Etil éster Carboxilico (LPSF/ZA-27);

» Formula Molecular: CoH19BrN2-O3S,; Massa Molecular: 478 g/mol, solido cor
branco; Ponto de Fusao: 137-1392 C Rendimento: 42% Razao de Frente e Sistema:
0,65 n-Hex./AcOEt. 8:2;

> RMN 'H (CDCls, 300 MHz): &: H (1) 1,278-1,326 ppm (t, 3H, CH3, J=7,2 Hz ); H (4
e 5) 1,791-1,875 ppm (m, 4H, CHy); H (3) 2,729-2,749 ppm (d, 2H, CH,, J= 6 Hz); H
(6) 2,914-2,953 ppm (d, 2H, CH,,J;= 5,7 Hz); 2,893-2,931 (d, 2H,Ji= 5,4 Hz); H (7)
3,847 ppm (s, 2H, CHy); H (2) 4,177-4,248 ppm (dd, 2H, CH, J;= 7,2 Hz); H (8 € 9 ou
10 e 11) 7,19-7,219 ppm (m, 2H, Ar); H (10 e 11 ou 8 e 9) 7,656-7,685 ppm (m, 2H,
CH, Ar).

» IV (KBr, cm-1): 1679,81 (C=0); 1729,35 (C=0); 2938,44 (CH, Def. axial); 1514,42
(CH, Def. angular); 1170,66 (CH3 Def. angular);

4213 Acido 2-[3-(4-Bromo-fenil)-4-oxo-tiazolidin-2-ilideneamino]-4,5,6,7,8-
tetrahidro benzo[b]-tiofeno-3- Etil éster Carboxilico (LPSF/ZA-26);
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» Férmula Molecular: Cz1H21BrN2-O3S,; Massa Molecular: 492,02 g/mol, sélido cor
branco; Ponto de Fusao: 148-1502 C Rendimento: 38% Razao de Frente e Sistema:
0,65 n-Hex./AcOEt. 7:3;

> RMN 'H (CDCls, 300 MHz): &: H (1) 1,281-1,329 ppm (t, 3H, CHs, J=7,2 Hz ); H
(5 e 6) 1,627-1,713 ppm (m, 4H, CHy); H (4) 1,878 ppm (s, 2H,CHy); H (7) 2,801-
2,837 ppm (d, 2H, CH,, Jy= 5,1 Hz); H (8) 3,217-3,253 ppm (d, 2H, CH,,Ji= 5,7 Hz);
H (9) 3,837 ppm (s, 2H, CHy); 4,178-4,249 ppm (dd, 2H, CH, J3= 7,2 Hz); H(10 e 11
ou 13 e 12) 7,187-7,215 ppm (m, 2H, CH, Ar); H(10 e 11 ou 13 e 12) 7,656-7,684
ppm (m, 2H, CH, Ar).

» IV (KBr, cm-1): 1673,40 (C=0); 2918,07 (CH, Def. axial); 1514,77 (CH> Def.
angular), 1169,63 (CH3 Def. angular); 1028,87 (C=0 Def. angular);

» MS (ESI*): 493,0063
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E ANTIBACTERIANA
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5. Avaliacao da Atividade Antifungica e Antibacteriana

5.1 Material e Métodos

Local de trabalho

Os ensaios laboratoriais referentes ao estudo da atividade antimicrobiana das
substancias foram realizados no Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, no Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
da Paraiba.

Microrganismos

Os microrganismos utilizados no ensaio para avaliagdo da atividade
antifungica foram representados pelas leveduras: Candida albicans (ATCC - 76485 e
LM - V42); Candida tropicalis (ATCC — 13803 e LM - 14); Cryptococcus neoformans
(ICB - 59 e LM — 0310), e pelas bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC — 25923 e
12228); Escherichia coli (ATCC — 10536 e ATCC - 8733); Pseudomonas aeruginosa
(ATCC — 25853 e P — 03). As mesmas foram adquiridas do Laboratério de Micologia
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, no Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba. Todas elas foram mantidas em tubos de ensaio
contendo Agar Sabouraud dextrose (ASD) inclinado, sob refrigeracdo (4°C) e a
temperatura ambiente (28 — 30°C).

Meio de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios microbiolégicos foram, caldo
Sabouraud dextrose (CSD) caldo Nutriente (CN), adquiridos da Difco® e preparados
conforme instrugdes do fabricante. Os meios foram solubilizados em agua destilada
e esterilizado em autoclave, a 121 °C por 15 minutos.
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Inéculo

Na preparacdo do inéculo dos microrganismos, primeiramente os isolados
foram cultivados em meio ASD (leveduras); e em AMH (bactérias), incubados a 35°C
por 24 — 72 horas (overnight). Inicialmente, foram preparadas as suspensdes dos
microrganismos em tubos contendo 5 mL de solugéo salina estéril (NaCl a 0,85%
p/v). Em seguida, essas suspensdes foram agitadas por 2 minutos com auxilio de
aparelho vortex. Ap6s agitacdo, cada suspensao teve sua turbidez comparada e
ajustada aquela apresentada pela solucao de sulfato de bario do tubo 0,5 da escala
de McFarland, a qual corresponde a um inéculo de aproximadamente 10° unidades
formadoras de colénias por mililitro- UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF,
1998; SOUZA et al., 2007).

Produtos

Foram testadas 9 substancias (LPSF/ZA-05, LPSF/ZA-06, LPSF/ZA-09,
LPSF/ZA-11, LPSF/ZA-14, LPSF/ZA-20, LPSF/ZA-21, LPSF/ZA-21, LPSF/ZA-26 e
LPSF/ZA-27) nas concentracbes de 2048 até 64 ug/ mL, as quais foram
solubilizadas em dimetilsuféxido (DMSQO), numa proporcao até 10%. Para os
controles com antimicrobianos, foram usados miconazol a 50 pg/mL (para leveduras)

e cloranfenicol a 50 pg/mL (para bactérias).

Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM dos produtos testados foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades com fundo
em forma de “U” e em duplicata. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL do
meio liquido CSD e CN, duplamente concentrados. Posteriormente, 100 pL da
solugcdo dos produtos, também duplamente concentrado, foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma
razao de dois, serdo obtidas concentracées de 2048 ug/mL até 64 ug/mL, de modo
que na primeira linha da placa se encontrara a maior concentragdo e na ultima, a

menor concentragcdo. Por fim, foram adicionados 10 pL do in6culo dos
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microrganismos nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se,
especificamente, a uma cepa.

Foram feitos controles de crescimento dos microrganismos nos meios de
culturas; e com antimicrobianos miconazol a 50 pg/mL e cloranfenicol a 50 pg/mL.
As placas foram seladas e incubadas a 35°C por 24 — 72 horas. 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).

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada ativa
ou nao, conforme os seguintes parametros: 50-100 pg/mL= excelente/btima
atividade; 500-1000 pg/mL= atividade moderada; maior que 1000 pg/mL=produto
inativo (MITCHER et al., 1972; HOLETZ et al., 2002; HOUGHTON et al., 2007).

5.2 Resultados e Discussao

No total de 9 substancias avaliadas quanto aos ensaios de atividade
antifungica, 6 e 7 delas, inibiram, respectivamente, o crescimento das cepas C.
albicans ATCC — 76485 e C. albicans LM — v42. A CIM produzida pelas substancias

ficou estabelecida entre 256 e 2048 ug/ mL, dependendo da substancia.
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Tabela 1: Avaliacao do crescimento fungico expresso pela concentracao inibitéria minima
(CIM) em pg/mL, onde 50-100 pg/mL considerada atividade 6tima, 500-1000 pg/mL e
maior que 1000 ug/mL considerado inativo.

Concentracao Inibitéria Minima — CIM (ug/ mL)

A : C.
Substancias CA#ggafs E,@”_’ h ‘\:/irés Z?I'%‘gl’_s trop(/?éalis neofo%nans neofocr}nans
76485 13803 LM - 14 ICB - 59 LM - 0310
ZA-05 256 256 256 512 512 512
ZA-06 1024 1024 1024 1024 1024 1024
ZA-09 2048 2048 2048 2048 2048 2048
ZA-11 512 512 512 1024 1024 1024
ZA-14 256 256 256 256 256 256
ZA-20 Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-21 Resistente Resistente Resistente 2048 Resistente  Resistente
ZA-26 2048 2048 2048 2048 2048 2048
ZA-27 Resistente 2048 2048 2048 Resistente  Resistente
Controle _ _ _ _ _
Controle de
viabilidade " " " * "

Com relacdo a atividade antifungica das 9 substancias avaliadas, os
compostos LPSF/ZA-05 e LPSF/ZA-14 se mostraram ativos frente a todas as cepas
variando as concentragdes inibitérias de 256 a 512 ug/mL. Ja o LPSF/ZA-11 se
mostrou ativo frente a 3 cepas C.albicans ATCC — 76485, C.Albicans LM — V42 C.
tropicalis ATCC — 13803 na concentracdo de 512 pug/mL. Os demais mostraram-se
inativos com concentracao de inibicdo acima de 1000 ug/mL ou a cepa mostrou-se
resistente.
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Tabela 2. Avaliacdo do crescimento bacteriano expresso pela concentragao inibitéria minima

(CIM), em pg/mL, onde 50-100 pug/mL considerada atividade étima, 500-1000 pug/mL e maior

que 1000 pg/mL considerado inativo.

Concentracao Inibitéria Minima — CIM (ug/ mL)

Substancias SA_Ie_zureus S. aureus E. coli E. coli - gF/)n o5e P
CC - ATCC - ATCC - ATCC - ATCC — aruginosa
25923 12228 10536 8733 55853 P_03
ZA-05 1024 1024 Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-06 2048 2048 Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-09 512 1024 Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-11 2048 2048 2048 2048 2048 2048
ZA-14 Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-20 Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-21 Resistente Resistente Resistente 2048 Resistente  Resistente
ZA-26 2048 Resistente Resistente Resistente Resistente  Resistente
ZA-27 2048 Resistente Resistente Resistente Resistente  Resistente
Controle + _ + + _ +
Controle de
viabilidade * * " * "

Os resultados sugerem pouca relevancia antibacteriana, mas considerando
que se trata de uma linha de testes preliminar, indispensaveis a otimizagdo de
protétipos por fornecer indicios de atividade, se faz necessario a realizagao de novos
testes antifungicos e antibacterianos com um numero mais significativo de cepas,

submetendo-as a testes de suscetibilidade.
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CONCLUSOES
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6.CONCLUSOES

Foram sintetizados dez novos compostos tiofenicos denominados LPSF/ZA
divididos em 3 diferentes séries (ciclopentila, ciclohexila e cicloheptila).Todos os
compostos foram obtidos com rendimentos razoaveis. Com isso foi comprova a
validade das rotas sintéticas utilizadas. Contudo, os derivados tiofénicos apresentam
rendimentos entre 14 e 73 %.

As rotas sintéticas utilizadas para condensagédo de derivados 4-tiazolidiona
contendo o tiofeno mostraram-se ineficazes provavelmente por efeitos de
ressonancia.

Observou-se também que a presenca dos grupos cicloalquila ligados ao
nucleo tiofénico sdo importantes para a atividade antifungica exercem variagées na
sensibilidade dos microorganismos

Diante dos resultados obtidos, ha indicios de que os compostos LPSF/ZA-14
e LPSF/ZA-05 desta série apresentam um perfil de inibigdo relevante frente as cepas
fungicas testadas, os demais mostraram-se inativos ou moderados. Vale salientar
que os compostos foram submetidos apenas a uma avaliacdo preliminar, logo
devem ser submetidos a avaliacdo demais testes de suscetibilidade e avaliados

frente a outras a atividades bioldgicas.
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7. PERSPECTIVAS

» Sintetizar novos compostos 4-tiazolidinonas substituidos na posicao 5 com
arilidenos, planejando restricbes de ressonancia.

» Desenvolver e avaliar novas séries de derivados tiofénicos, baseado em
técnicas de modelagem molecular, que permitam a obtencdo de novos

derivados ainda mais potentes que os testados nessa dissertacéo

» Avaliar as demais 4-tiazolidinonas sintetizadas em ensaios que permitam a

avaliacao do potencial antiinflamatério.

» Avaliar as demais 4-tiazolidinonas sintetizadas em ensaios que permitam a
avaliacao do potencial antitumoral.
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Key indicators: single-crystal X-ray study; T = 295 K; mean ¢(C—C) = 0.003 A;
R factor = 0.045; wR factor = 0.137; data-to-parameter ratio = 18.9.

The title compound, CoH;oN,S, was synthesized according to
Gewald procedures by the reaction of cyclohexanone with
malonitrile and sulfur in the presence morpholine. The
cyclohexane ring adopts a half-chair conformation and the
thiophene ring is essentially planar (r.m.s. deviation = 0.05 A)
The crystal packing is stabilized by two intermolecular N—
H---N hydrogen bonds, which link the molecules into
centrosymmetric rings with graph-set motif R3(12).

Related literature

For background to 2-amino thiophenes, see: Puterova et al.
(2009). For antiarrhythmic and serotonin antagonist proper-
ties of 2-substituted thiophene derivatives, see: Amr et al.
(2010). For their analgesic or anti-inflammatory activity, see:
Hafez & El-Gazzar (2008). For the synthesis of 2-amino
thiophenes, see: Gewald et al. (1966); Wang et al. (2010). For
similar structures, see: Larson & Simonsen (1988); Mendonga
Junior et al. (2010). For puckering parameters, see: Cremer &
Pople (1975). For hydrogen-bond motifs, see: Bernstein et al.
(1995).

CN

\\ NH,

S

Experimental
Crystal data

CoH;oNoS M, =178.25

Monoclinic, P2, /c Z=4

a=104274 (3) A Mo Ko radiation

b =28.1487 (3) A =030 mm™
c=132342 (4) A T=295K

B =126.937 (2)° 0.22 x 0.22 x 0.20 mm
V =898.81 (5) A®

Data collection

Nonius KappaCCD diffractometer
12462 measured reflections
2058 independent reflections

1630 reflections with 7 > 20([)
Rin = 0.052

Refinement

R[F? > 20(F%)] = 0.045
wR(F?) = 0.137

S =1.04

2058 reflections

109 parameters

H-atom parameters constrained
Apmax =019 A7

APmin = —036 e A3

Table 1

Hydrogen-bond geometry (A, °).

D-H--A D—H H--A D---A D-H--A
N2—H2A-- -Nl_‘v 0.86 2.28 3.121 (2) 166
N2—H2B- - -N1" 0.86 242 3.225 (3) 155

Symmetry codes: (i) —x, —y — 1, —z; (i) x, -y — 4, z + 1.

Data collection: COLLECT (Nonius, 1997); cell refinement:
SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997); data reduction:
DENZO (Otwinowski & Minor, 1997) and SCALEPACK;
program(s) used to solve structure: SHELXS97 (Sheldrick, 2008);
program(s) used to refine structure: SHELXL97 (Sheldrick, 2008);
molecular graphics: ORTEP-3 for Windows (Farrugia, 1997); soft-
ware used to prepare material for publication: WinGX (Farrugia,
1999).

This work has received partial support from CNPq, CAPES,
FACEPE and FINEP.

Supplementary data and figures for this paper are available from the
IUCr electronic archives (Reference: BX2379).
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2-Amino-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[b|thiophene-3-carbonitrile

W. L. Silva, M. do C. A. de Lima, S. L. Galdino, 1. R. Pitta and C. A. De Simone

Comment

Thiophenes and their fused heterocyclic ring systems possess a wide spectrum of biological activities, as antiarrhythmic
and serotonin antagonist (Amr ef al., 2010) and analgesic or anti-inflammatory activities (Hafez & El-Gazzar, 2008). In this
work, the title compound was obtained according Gewald procedures, by the reaction of cyclohexanone with malonitrile
and sulfur in the presence morpholine (Gewald ef al., 1966; Wang et al., 2010). In the title compound, the cyclohexane ring
adopts a half-chair conformation with calculated puckering parameters of: Q= 0.487 (1) A, 0 =50.6 (1)°, ¢ = 148.6 (2)°

(Cremer & Pople, 1975). The crystal packing is stabilized by two intermolecular N—H:--N hydrogen bonds, which links

the molecules into rings with graph-set notation R22(12), Table 1 & Fig.2.

Experimental

Crystals suitable for single-crystal X-ray diffraction were grown by slow evaporation at room temperature of a solution
from ethanol/water.

Refinement

All H atoms attached were fixed geometrically and treated as riding with C—H = 0.97 A (methylene) and N—H = 0.86
A and with Ujgo(H) = 1.2Ueq(C or N).

Figures
:,'I
' o 2 Fig. 1. The structure of (I), showing the atom-labelling scheme. Displacement ellipsoids are
J I shown at the 50% probability level.
W " E
- 2
-3 _'.-.,, o Fig. 2. Part of the crystal structure showing the formation of centrosymmetric dimers R22(12)
. rings. [Symmetry codes: (i) -x, -y-1, -z; (i) x, -y-1/2, z+1/2.]
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2-Amino-4,5,6,7-tetrahydrobenzo[b]thiophene-3-carbonitrile

Crystal data
CoHoN2S
M,.=178.25
Monoclinic, P2;/c
Hall symbol: -P 2ybc
a=10.4274 3) A
h=8.1487 (3) A
c=13.2342 (4 A
B=126.937 (2)°
v =1898.81 (5) A>
Z=4

Data collection

Nonius KappaCCD
diffractometer

Radiation source: Enraf~Nonius FR590

horizonally mounted graphite crystal

Detector resolution: 9 pixels mm’!

CCD rotation images,thick slices scans
12462 measured reflections
2058 independent reflections

Refinement

Refinement on F2
Least-squares matrix: full
R[F* > 26(F%)] = 0.045
WR(F?)=0.137

§=1.04

2058 reflections

109 parameters

0 restraints

Special details

F(000) = 376
Dy=1317Mgm>
Mo Ko radiation, A =0.71073 A

Cell parameters from 6505 reflections

0=2.6-27.5°
p=0.30mm '
T=295K

Prism, yellow
0.22 x 0.22 x 0.20 mm

1630 reflections with /> 2o(/)

Ring = 0.052
Omax = 27.5°, Opnin = 3.1°
h=-13—>13
k=-10—10
1=-17—17

Primary atom site location: structure-invariant direct
methods

Secondary atom site location: difference Fourier map

Hydrogen site location: inferred from neighbouring
sites

H-atom parameters constrained
w = 1/[cX(Fo2) + (0.1P)?]
where P = (F,> + 2F.2)/3
(A/6)max = 0.001

Apmax =0.19 ¢ A3

Apmin =-0.36¢ A73

Geometry. All e.s.d.'s (except the e.s.d. in the dihedral angle between two Ls. planes) are estimated using the full covariance mat-
rix. The cell e.s.d.'s are taken into account individually in the estimation of e.s.d.'s in distances, angles and torsion angles; correlations
between e.s.d.'s in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate (isotropic) treatment of

cell e.s.d.'s is used for estimating e.s.d.'s involving l.s. planes.
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Refinement. Refinement of /2 against ALL reflections. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based on F?, convention-

al R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F?. The threshold expression of F> G(Fz) is used only for calculating R-

factors(gt) efc. and is not relevant to the choice of reflections for refinement. R-factors based on F? are statistically about twice as large

as those based on F, and R- factors based on ALL data will be even larger.

Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (/fz )

S1
N1
N2
H2A
H2B
C1
C2
(6%)
H3A
H3B
C4
H4A
H4B
C5
H5A
H5B
C6
H6A
H6B
C7
C8
C9

X

0.22127 (5)
0.0577 (2)
0.07860 (18)
0.0428
0.0719
0.16686 (17)
0.24712 (19)
0.2917 (2)
0.1965
0.3365
0.4146 (2)
0.5188
0.4235
0.3678 (2)
0.2627
0.4439
0.3640 (2)
0.4725
0.3068
0.28162 (17)
0.14543 (17)
0.10751 (18)

Atomic displacement parameters (ffz )

S1

N1
N2
Cl1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9

Ull

0.0624 (3)
0.0984 (12)
0.0834 (10)
0.0474 (7)
0.0430 (8)
0.0579 (10)
0.0629 (10)
0.0694 (11)
0.0630 (10)
0.0469 (8)
0.0466 (7)
0.0618 (9)

y z Uiso*/Ueq

0.01327 (5) 0.27769 (4) 0.0543 (2)

—0.37778 (18) —0.07760 (14) 0.0648 (4)

—0.28276 (18) 0.20995 (14) 0.0603 (4)

—0.3698 0.1640 0.072%*

-0.2727 0.2713 0.072%*

—0.15535 (17) 0.09245 (13) 0.0426 (3)

—0.00893 (18) 0.09686 (15) 0.0445 (4)

0.0288 (2) 0.01054 (17) 0.0532 (4)

0.0603 -0.0720 0.064*

—0.0684 0.0002 0.064*

0.1681 (2) 0.06489 (19) 0.0662 (5)

0.1265 0.1345 0.079*

0.2079 0.0003 0.079*

0.3083 (2) 0.1112 (2) 0.0690 (5)

0.3485 0.0419 0.083*

0.3974 0.1389 0.083*

0.2565 (2) 0.22012 (18) 0.0641 (5)

0.2486 0.2975 0.077*

0.3380 0.2325 0.077*

0.0932 (2) 0.19015 (15) 0.0499 (4)

—-0.16192 (19) 0.18582 (13) 0.0451 (4)

—0.27940 (19) —0.00076 (14) 0.0477 (4)
U22 U33 Ulz U13
0.0552 (3) 0.0567 (3) —0.01030 (17) 0.0419 (3)
0.0474 (8) 0.0663 (9) —0.0081 (8) 0.0589 (9)
0.0550 (9) 0.0623 (8) —0.0155 (7) 0.0543 (8)
0.0386 (7) 0.0442 (7) 0.0030 (6) 0.0288 (6)
0.0457 (8) 0.0457 (8) 0.0023 (6) 0.0271 (7)
0.0550 (10) 0.0544 (9) 0.0025 (7) 0.0378 (8)
0.0718 (13) 0.0748 (11) —0.0065 (9) 0.0472 (9)
0.0575 (11) 0.0780 (12) —-0.0141 (9) 0.0432 (10)
0.0561 (10) 0.0719 (11) —0.0175 (8) 0.0398 (9)
0.0497 (9) 0.0539 (8) —0.0047 (6) 0.0308 (7)
0.0441 (8) 0.0468 (8) 0.0014 (6) 0.0292 (7)
0.0409 (8) 0.0500 (8) 0.0028 (6) 0.0387 (7)

U23
~0.01544 (17)
~0.0091 (7)
~0.0106 (6)
~0.0003 (6)
0.0008 (6)
0.0051 (7)
0.0060 (9)
~0.0016 (9)
~0.0164 (8)
~0.0056 (7)
~0.0020 (6)
0.0026 (6)
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Geometric parameters (4, °)

S1—C8 1.7280 (15) C3—H3A 0.9700
S1—C7 1.7432 (17) C3—H3B 0.9700
N1—C9 1.145 (2) C4—C5 1.509 (3)
N2—C8 1.351 (2) C4—H4A 0.9700
N2—H2A 0.8600 C4—H4B 0.9700
N2—H2B 0.8600 C5—C6 1.526 (3)
Cl1—C8 1.383 (2) C5—H5A 0.9700
Cl1—C9 1.417 (2) C5—H5B 0.9700
Ccl—C2 1.438 (2) C6—C7 1.502 (2)
Cc2—C7 1.346 (2) C6—H6A 0.9700
C2—C3 1.502 (2) C6—H6B 0.9700
c3—C4 1.530 (2)

C8—S1—C7 92.09 (7) H4A—C4—H4B 108.0
C8—N2—H2A 120.0 C4—C5—C6 111.88 (16)
C8—N2—H2B 120.0 C4—C5—H5A 109.2
H2A—N2—H2B 120.0 C6—C5—H5A 109.2
C8—C1—C9 121.99 (14) C4—C5—H5B 109.2
Cc8—C1—C2 113.48 (13) C6—C5—H5B 109.2
C9—C1—C2 124.47 (13) H5A—C5—HS5B 107.9
C7—C2—Cl 112.23 (14) C7—C6—C5 109.33 (15)
C7—C2—C3 122.47 (14) C7—C6—H6A 109.8
Cl—C2—C3 125.29 (14) C5—C6—H6A 109.8
C2—C3—C4 110.43 (14) C7—C6—H6B 109.8
C2—C3—H3A 109.6 C5—C6—H6B 109.8
C4—C3—H3A 109.6 H6A—C6—H6B 108.3
C2—C3—H3B 109.6 C2—C7—C6 125.82 (15)
C4—C3—H3B 109.6 C2—C7—S1 111.97 (12)
H3A—C3—H3B 108.1 C6—C7—S1 122.20 (13)
C5—C4—C3 111.65 (15) N2—C8—Cl 128.53 (14)
C5—C4—H4A 109.3 N2—C8—S1 121.26 (11)
C3—C4—H4A 109.3 C1—C8—Sl1 110.21 (11)
C5—C4—H4B 109.3 N1—C9—Cl 178.84 (18)
C3—C4—H4B 109.3

Hydrogen-bond geometry (4, ©)

D—H-A D—H H-A DA D—H-A
N2—H2A-~N1! 0.86 228 3.121 (2) 166
N2—H2B--NI1 0.86 2.42 3.225(3) 155

Symmetry codes: (i) —x, —y—1, —z; (i) x, —y—1/2, z+1/2.
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Fig. 1
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Fig. 2
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