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RESUMO

A descoberta de novos medicamentos € um processo altamente complexo e caro, exigindo
esforgos integrados em varios aspectos relevantes, envolvendo inovagdo, conhecimento,
informacdo e tecnologias. As Naftoquinonas, sdo estruturas privilegiadas em Quimica
Medicinal por apresentarem um amplo espectro de atividade farmacologica, dentre elas contra
o0 cancer e infeccdes bacterianas, A presenca de nitrogénio ligado ao anél quinénico, ou 3,4-
isoxasolinas, proporcionam uma potencializacdo das propriedades bioldgicas do novos
derivados bioativos naftoquindnicos. Foram sintetizados novos derivados 2-N-alquil-1,4-
Naftoquinonas através de uma metodologia simples, barata e versatil. Trata-se de uma reacéao
de substituicdo nucleofilica entre a Naftoquinona e aminas primarias ou pela cicloadicdo com
oximas a obtencdo de novos derivados isoxazilinicos. As novas biomoléculas foram
purificadas por recristalizacdo e placa cromatografica preparativa, as mesmas foram
elucidadas por espectroscopias no Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN H') e Carbono 13 (RMN C*®). Apés a elucidacio destes derivados, foram
submetidos a testes de atividades bioldgicas frente a quatro linhagens de células tumorais e
microrganismo. Para a atividade anticancer, os resultados variam de 65% a 100% de inibig&o
nas diferentes linhagens celulares. E com relacdo a atividade antimicrobiana, mostraram-se
ativas para bactérias Gram positivas Stafhylococcus aureus eBacillus subtilis além do fungo
Candida albicans e frente a bactériaresistente, Stafhylococcus aureus OSAR,com destaque ao
derivado 2a que foi ativo em praticamente todas as cepas de micro-organismos.

Palavras chaves: Naftoquinonas. Anticancer. Antimicrobiana. 2-N-alquil-1,4-Naftoquinonas.

Isoxazolinas.



ABSTRACT

The discovery of new drugs is a highly complex and expensive process, requiring integrated
in several relevant aspects involving innovation, knowledge, information and technology
efforts. The Naphthoquinones are privileged structures in Medicinal Chemistry for presenting
a broad spectrum of pharmacological activity, among them against cancer and bacterial
infections, the presence of nitrogen attached to the quinone ring, or 3,4-isoxasolinas provide
an enhancement of the biological properties of naftoquindnicos new bioactive derivatives.
Novel N-alkyl-2-1,4-Naphthoquinones through a simple, inexpensive and versatile method
were synthesized. It is a nucleophilic substitution reaction between primary amines and
Naphthoquinone or by cycloaddition with oximes isoxazilinicos to obtain new derivatives.
The new biomolecules were purified by recrystallization and preparative chromatographic
plate, they were elucidated by Infrared spectroscopy (IR) and nuclear magnetic resonance of
hydrogen (H1 NMR) and carbon 13 (NMR C13). After the elucidation of these derivatives
were submitted to tests of biological activities against four tumor cell lines and
microorganisms. For anticancer activity, the results ranged from 65% to 100% inhibition in
the different cell lines. And with respect to antimicrobial activity, were active against gram-
positive bacteria Bacillus subtilis and Staphylococcus Stafhylococcus addition of the fungus
Candida albicans and against the resistant bacteria, Staphylococcus Stafhylococcus OSAR,
especially the second derivative that has been active in virtually all strains of micro -

organisms.

Key words: Naphthoquinones. Anticancer. Antimicrobial. 2-N-alkyl-1,4-naphthoquinones.

Isoxazolines.
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1 INTRODUCAO

Quimica Medicinal € uma area da ciéncia que envolve aspectos de natureza quimica,
bioldgica, médica e ciéncias farmacéuticas. Ela correlaciona a invengdo, descoberta, design,
identificacdo e preparagdo de compostos biologicamente ativos, bem como o estudo do seu
metabolismo, na interpretacdo da acdo em nivel molecular e da construcdo de relacbes
estrutura-atividade (IUPAC,1998)

A descoberta de medicamentos € um processo altamente complexo e caro, que exige
esforgos integrados em Vvérios aspectos relevantes que envolvem inovagdo, conhecimento,
informacdo, tecnologias (ANDRICOPULO, 2009). Modelagem molecular é a investigacdo
estrutural e das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de
visualizacdo gréfica, visando fornecer uma representacdo tridimensional, solucionando um
conjunto de circunstancias e parametros e como consequéncia, a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos nas agdes moleculares dos farmacos (SANT'T’ANNA , 2002)

O desenvolvimento de resisténcia a drogas representa um desafio no tratamento
quimioterapico do cancer e de doencas parasitarias e microbianas(KELLEN et al, 1994).
Apesar do grande nimero de drogas empregadas hoje, o problema de resisténcia requer o
constante desenvolvimento de novas drogas eficazes no combate a essas doencas que afetam
milhGes de pessoas.

Constantes pesquisas na industria farmacéutica visam obter drogas cada vez mais
especificas e com menos efeitos deletérios sobre o corpo. Neste contexto, a modificacdo
molecular surge como uma importante ferramenta para elaboracdo de novos candidatos a
farmacos antitumorais, visando a diminuicdo de resisténcia e inibicdo significativa do
crescimento do tumor.

O céancer é definido como uma doenca gendmica e surge a partir de alteracGes
cumulativas no material genético (DNA- Acido Desoxirribonucléico) de células normais que
sofrem transformacbes até se tornarem malignas. Todos os processos desde a iniciacao
tumoral, transformacdo, invasao até metastase ocorrem em multiplas etapas e podem envolver
dezenas até centenas de genes, por meio de mutacOes intragénicas, quebras e perdas
cromossémicas, amplificacdes génicas, instabilidades gendmica e mecanismo epigenéticos
(como metilacdo e acetilagcdo). Em tecidos normais, as taxas de crescimentos e de morte

celular estdo em equilibrio. No cancer, esse equilibrio é rompido por perda no controle do
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crescimento celular e/ou dos mecanismos de apoptose (também chamado de morte celular
programada) (SPENCE,2001)

Nas Ultimas décadas a oncologia teve um desenvolvimento intenso, impulsionado pela
incidéncia crescente de novos casos de cancer, provocados ndo somente pela ampliacdo da
expectativa de vida média da populacdo mundial, mas, sobretudo, pela ocorréncia desta
doenca nas faixas etarias mais jovens e em situa¢@es consideradas raras (FRANZI & SILVA).

A descoberta de farmacos antineoplésicos de facil administracdo e com poucos ou
insignificantes efeitos colaterais € uma das principais metas buscadas pelos pesquisadores da
area. As estratégias para a descoberta de novos farmacos tém mudado ao longo dos anos. O
conhecimento de novos alvos terapéuticos no cancer amplia a possibilidade da descoberta de
novas moléculas com potencial anticancer.

As naftoquinonas e seus derivados exibem um variado espectro de atividades
farmacoldgicas, por conseguinte, este trabalho visa sintetizar, caracterizar e investigar a
atividade farmacoldgica antitumoral com o objetivo de obter novas drogas cada vez mais
ativas e com menos efeitos colaterais e nocivos ao organismo se faz necessario. Quinonas
nitrogenadas sdo objeto de intensa e constante investigacdo, devido a suas propriedades
farmacoldgicas em especial aquelas relacionadas a citotoxicidade seletiva (THOMSON, 1971;
DA SILVA, 2008).

Tendo em vista que na natureza mais da metade dos compostos com propriedades
farmacoldgicas apresentam anéis heterociclicos em suas estruturas, esta classe de compostos
possui destacada importancia na pesquisa e desenvolvimento de novos produtos. Os 4,5
diidro-isoxazéis, também chamado de isoxazolinas, fazem parte de uma classe de heterociclos
amplamente descrita na literatura, os quais podem ser precursores de diferentes compostos
bioativos. Os derivados isoxazolinicos sdo conhecidos por apresentarem uma diversificada
atividade biologica, tais como: antibidtica, antineoplasica, antiviral e antifungica (PATRICK,
2001 ; DA SILVA et al, 2003).

Nas Ultimas décadas as naftoquinonas tém sido alvo de pesquisas e modificacOes
estruturais baseadas em diferentes estratégias da quimica medicinal devido a promissora
atividade bioldgica que suas estruturas tém apresentado. Além das atividades antitripanossida,
antimicrobiana dentre outras, a potencial agdo anticancer esta em destaque.

Apesar da introducdo de novos farmacos no arsenal terapéutico do cancer, varios tumores
ainda néo dispdem de tratamento adequado. Levando em consideragédo a necessidade mundial

por novos agentes antitumorais investigaremos o potencial antitumoral dos novos derivados
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da Naftoquinona uma vez que a mesma possui um amplo espectro farmacoldgico e com

destaque para a atividade anticancer, assim como antimicrobiana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 QUINONAS

Quinonas correspondem a uma grande familia de compostos de ocorréncianatural
(KUMAGAI et al., 1997; SILVA, 2003). Sdo compostos que representam uma classe de
metabolitos secundarios e podem ser encontradas em varias partes de tecidos de plantas
superiores, algas, fungos e como subproduto do metabolismo de algumas bactérias
(THOMSON, 1971).

Quinonas naturais ou sintéticas possuem um vasto espectro de atividades bioldgicas
(ASCHE, 2005; THOMSON, 1987), por representarem uma ampla e variada familia de
metabolitos de distribuicdo natural que possuem uma larga atividade biologica previamente
relatada na literatura, tais como, antibacteriana, antitumoral, antiinflamatoria,
tripanossomicida, antiviral e antifungica (VALENTE et al., 2007 & OLIVEIRA, et al., 2002).
A atividade antitumoral, estando como o mais eficiente agente quimioteratico utilizado na
clinica no tratamento de diversos tipos de canceres (DALEN et al., 2008).

Quinonas sdo compostos com dicetonicos estrutura O = C-(C = C-) n -C = O,
derivados de compostos aromaticos cujos grupos carbonila sdo encontrados separados ou
conjugados com dupla Ligacdo (BRUNMARK e CADENAS, 1988). Sdo Reduzidos a fendis
e apresentam geralmente, coloracdo de Amarela a Vermelha (SILVA; FERREIRA; SOUZA,
2003). Observando ainda as estruturas das quinonas percebe-se facilmente a ocorréncia de
estruturas isoméricas em consequéncia da posicao relativa das carbonilas no anel quinénico,
ocasionando diferentes arranjos quinonoidicos, que sao divididas em: benzoquinonas, com um
Anel benzénico, naftoquinonas, com um Anel naftoquindnico, antraquinonas, com um Anel
antracénico linear ou angular (Figura 1 )(SIMOES et al. , 2004; SILVA; FERREIRA;
SOUZA, 2003)
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Figural: Estruturas das quinonas com diferentes arranjos quinonoidicos

Nos ultimos anos, tem-se observado um crescimento de estudos sobre a atividade
farmacoldgica das quinonas. Tais estudos, tem mostrado, para estes compostos, uma grande
biodinamicidade, destacando-se como propriedades microbicidas, tripanossomicidas,
viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores, 0s tais como atividade
de enzimas importantes como como topoisoimerases (ESTEVES-SOUZA et al , 2007;.
MONGES, 1992; SILVA, 2003). Estudos sobre o mecanismo de acéo bioldgica das quinonas
destacam a importdncia do grupo farmacoférico quinonoidico para a geracdo de
imprescindivel espécies reativas de oxigénio( EROs) que induzem a apoptose (SILVA, 2003).

O mecanismo de acdo e toxicidade das quinonas sdo ainda dificeis de entender,
embora pelo menos dois mecanismos concorrentes foram identificados. O primeiro
mecanismo € referente a capacidade que as quinonas tem de apresentar ciclos redox,
induzindo assim o estresse oxidativo através da geracdo de espécies reativas de oxigénio. O
outro mecanismo de acdo das quinonas, ndo baseado no transporte de elétrons, inclui a
inibicdo da enzima topoisomerase (PLYTA et al 1998).

Derivados de quinonas podem ser toxicos as células por diferentes mecanismos,
incluindo inibicdo do transporte de elétrons ( VENNERSTROM & EATON; 1988), ciclo
redox, bioalquilacdo, intercalacdo, inducéo de quebras nas fitas do DNA e geracédo de radicais
livres (FERRAZ et al 2001 ; PLYTA et al 1998). Em todos estes casos, 0 mecanismo de acao,
in vivo, requer a biorreducdo das quinonas, como primeira etapa (FERRAZ et al 2001). Dados
da literatura mostram que o perfil biologico dessas moléculas esta centrado nos seus pontos
orto ou para quinoidais ( Figura 2) (FERREIRA et al 2006).
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Figura 2: Nucleos quinoidais nas posi¢des Orto e Para

A citotoxicidade das quinonas esta relacionada com uma capacidade de serem
biorreduzidas por flavoenzimas gerando radicais semi-quinonas que por sua vez doam
elétrons ao oxigénio molecular gerando espécies reativas de oxigénio (SALMAO-CHEMIN et
al., 2001)

As quinonas também induzem o morte celular através da geracao de radicais livres,
dentro da célula, o que desencadeia o0 estresse oxidativo. Alguns radicais importantes
produzidos séo espécies reativas do oxigénio, na presenca do peroxido de hidrogénio, como o
anion radical superdxido e o radical hidroxil, que podem danificar componentes celulares
importantes. Estes radicais (Esquema 1) interferem no processo de diviséo celular, induzindo
a apoptose de células que ndo conseguem combater todo o estresse oxidativo (SILVA,
FERREIRA & SOUZA, 2003).

Fe(ll) + H,0, — Fe(I1l) + HO- + HOe (reagéo de Fenton)
O, - + H,0; — O, + HO- + HOe (reagdo de Haber-Weiss)

Esquema 1- Reacfes que resultam em espécies envolvidas no processo de estresse oxidativo (SILVA,
FERREIRA & SOUZA, 2003).

Diversas substancias antineoplasicas que sdo comumente utilizadas no tratamento
quimioterapico apresentam o nucleo quinona em sua estrutura (TOMASZ, 1995). A relacao
principalmente descrita da estrutura e fungdo das quinonas, esta relacionada com a capacidade
de participar nos ciclos redox, assim, interferindo em diversos mecanismos celulares.
(SILVA, FERREIRA & SOUZA, 2003). As quinonas nitrogenadas séo objeto de intensa e
constante investigacdo (ESTEVES-SOUZA et al., 2007/2008), devido a suas propriedades
farmacologicas em especial aquelas relacionadas a citotoxicidade seletiva (CUNHA et al.,
2006).
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Dentre os farmacos com grupamento quinona utilizada na terapia antineoplasica,
destacam-se como mitomicinas, antraciclinas e mitoxantrona (Figura 3A)(FOYE, 1995). Os
representantes mais conhecidos da classe das antraciclinas Sao a daunorubicina (Figura 3B) e
a doxorrubicina (Figura 3C) isoladas de S. peucenticus e S .coeruleorubidus ,
respectivamente. Exibem um amplo espectro de atividade antitumoral, porem, a sua utilizacéo
é limitada pela indugdo de cardiotoxicidade dose dependente, o qual determinou o
desenvolvimento de novos analogos com reduzido potencial cardiotdxico e indice terapéutico
favoravel, entretanto, a maioria dos compostos sintetizados ndo demonstraram atividade
significativa comparada a doxorrubicina (SAIFY et al , 1999;. SINGAL; ILISKOVIC, 1998)

o., (e}
w,
OH g
o o HN— N N HsC
/ H
N
Mitoxantrona OH
Daunorrubicina

A NH,

Figura 3: Farmacos com grupamento quinona utilizada na terapia antineoplésica

Quinonas desempenham papéis vitais na bioquimica da vida celular, onde esta
envolvida na respiracdo, fotossintese e na defesa celular contra bactérias, fungos e parasitas,
atuando como componentes mdveis no transporte de elétrons da respiracdo e da fotossintese
(MURRAY et al, 2003).

2.2 NAFTOQUINONAS

As naftoquinonas sdo compostos dicetonicos derivados do anel naftaleno, onde
possuem dois grupos carbonilicos que podem estar nas posi¢cbes 1,2 do anel naftaleno,
chamadas de orto-naftoquinonas ou nas posi¢Oes 1,4 do anel naftaleno, chamados de para-
naftoquinonas (Figura 4) (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; BALULA et al., 2009).Faz

parte de uma importante classe de metabdlitos secundarios chamados quinonas.
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o

1,2 Naftoquinona 1,4 Naftoquinona

Figura 4: Naftoquinonas quanto a posi¢cdo do grupo carbonilico

As naftoquinonas ocorrem naturalmente em plantas superiores das familias
Bignoniaceae, Droseraceae, Lythraceae, Junglandaceae, Plumbaginaceae, Boraginaceae,
Ebanaceae, entre outras (BALULA et al, 2009). As plantas que possuem estas quinonas séo
utilizadas na medicina popular no tratamento de diversas doencas (DE MOURA et al., 2004).
Desde o antigo Egito, o homem utiliza extratos de plantas que possuem naftoquinonas para
diversos fins, tais como cosméticos e medicinais(DA SILVA et al.,2003).

As naftoquinonas sdo importantes substancias naturais encontradas em diferentes
familias de plantas, em fungos e alguns animais, muitas delas desempenham um papel integral
nos processos bioquimicos vitais. Por exemplo, as vitaminas K1(Figura 5A)e K2 (Figura
5B) sdo naftoquinonas naturais que sdo responsaveis pelo mecanismo de coagulacdo do
sangue (DA SILVA et al.,2003). Devido a este envolvimento no metabolismo, essa classe de
substancias tem sido estudada extensivamente sobre as suas diversas propriedades bioldgicas.
Muitas naftoquinonas deixaram de ser meras curiosidades e tornaram-se drogas muito Uteis

para humanidade (SUH et al.,2001).
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Figura 5: Naftoquinonas naturais vitaminas K1 e K2

Dentre as naftoquinonas naturais, destaca-se o lapachol , 2-hidroxi-3-(3- metil-2-
butenil)-1,4-naftoquinona (Figura 6), que pode ser considerado um dos principais
representantes do grupo de quinonas das Tabebuia avellanedae(Bignoniaceae) (SILVA;

FERREIRA; SOUZA, 2003). O Lapachol foi isolado pela primeira vez por Paterno (1882) no
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fim do seculo passado e extensamente explorado por Hooker (1936) e Fieser (1948) que
realizaram a sintese de algumas naftoquinonas substituidas com reconhecida atividade

antimalarica.

Em estudos realizados ao longo dos anos, foram constatadas outras atividades
bioldgicas para o lapachol, seus anélogos e derivados semi-sintéticos, dentre elas, destacamos
a atividade antitumoral contra o carcinoma Walker 256 (RAO, et. al. 1968), a atividade
antimicrobiana e antifingica contra espécies de H. pylori , Staphylococcus , Streptococcus ,
Enterococcus , Bacillus e Clostridium, Mycobacterium tuberculosis, além de efeito
significativo contra Candida albicans, Candida tropicalis, Candida gabrata, Cryptococcus
neoformans (GARNIER et al , 1996;. GUIRAUD et al , 1994;. COELHO et al ., 2010);

OH

(e}

Lapachol
Figura 6: Naftoguinona natural, lapachol, 2-hidroxi-3-(3- metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona

Os primeiros analogos naturais do lapachol a serem isolados foram como 1,2 e 1,4
naftoquinonas, B-lapachona e a-lapachona ( Figura 7), respectivamente, presentes como
constituintes minoritarios na planta Tabebuia Avellanedae , conhecida como ipé-preto, ipé-
rosa, ipé-roxo, pau darco, tahebo ou lapacho (PIO CORREA; PENNA, 1969; NAGATA,
1998).

O

o) (0]
Alfa-lapachona

Beta-lapachona

Figura 7: Analogos naturais do Lapachol; a -lapachona e a-lapachona,
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A Menadione, a 2-metil-1,4-Naftoquinona, conhecida como vitamina K3, usada como
uma fonte de vitamina K para os animais j& foi estudada com relacdo a sua acdo frente a
varios tipos de tumores (LAMSON & PLAZA 2003). Na presenca de oxigénio molecular, a 2
metil 1,4 Naftoquinona (Menadione) gera radical anion superéxido (O;7), perdxido de
hidrogénio (H20,), e outras espécies reativas de oxigénio (EROs) (MONKS et al., 1992), esta
exposicdo resulta na apoptose (SATA et al. , 1997; CRIDDLE et al. 2006; WOCHNA et al.
2007).

A descoberta de propriedades tdo nobres a respeito de naftoquinonas naturais e seus
derivados sintéticos impulsionaram a busca por novas estruturas que apresentassem atividades
bioldgicas mais seletivas (BARBOSA, et al. , 2005). A quimica das quinonas, em especial as
naftoquinonas, ja hd muito vem sendo descrita na literatura, sendo encontrados diferentes
trabalhos que relatam a sintese de derivados naftoquindnicos por meio de diversas
metodologias.

Estudos de relagdo estrutura atividade biolégica dos compostos derivados da
naftoquinona, a a-lapachona, que é uma modificacdo no anel da estrutura quimica do
Lapachol, levando a uma mudanga nas suas bioatividades, mostrando-se relevante para o
desenvolvimento de novos compostos com maior potencial farmacolégico e com menor
toxicidade (BONIFAZI et al. , 2010; WEI et al. , 2008). Atividade significante da 1,4
naftoquinonas pentaciclicas, com estruturas relacionadas ao lapachol e a -lapachona, sdo
descritas para o tratamento de leucemias resistentes a multidrogas (SALUSTIANO et al.,
2009).

A citotoxicidade das quinonas leva a especulacdo de que existe uma propriedade
quimica intrinseca na unidade quinonoidica, que associada a outros fatores estruturais, sao
responsaveis pela intensidade das atividades antitumorais (BRAND & FISHER,1990). Foi
observado que muitas quinonas possuem um grupo de saida que pode ser ativado por reducao
das carbonilas quinonoidicas, gerando intermediarios alquilantes que s@o agentes
antineoplasicos biorredutores (LIN, 1984). De acordo com varios autores, 0 estresse oxidativo
e alquilagdo de nucleofilos celulares nucleares, sdo os dois principais mecanismos da
citotoxicidade das quinonas que leva a danos no DNA (BOLTON et al., 2000).

Os efeitos citotoxicos destas naftoquinonas séo principalmente devido a dois fatores:

(i) Inibicdo da DNA topoisomerase Il e (ii) formacdo de radical semiquinona que pode
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transferir um elétron ao oxigénio para produzir superéxido. Ambas espécies, semiquinona e
superoxido, podem gerar o radical hidroxila , que causa as quebras da cadeia de DNA. A 1,4-
naftoquinona contém dois grupos de cetona que tem a capacidade de aceitar um ou dois
elétrons paraformar o anion radical correspondente. Provavelmente, as acdes de relevancia
biologicas das naftoquinonas s&o dependentes do ciclo redox das quinonas para gerar
EROs(VERMA, 2006).

O Processo de Formacdo de EROs pelas naftoquinonas ocorre porque estes compostos
sdo reduzidos enzimaticamente (Esquema 2), formando o anion semiquinona pelo ganho de

um elétron. Este se auto-oxida e reage com o oxigénio para oxidar uma quinona (JARABAK;

JARABAK, 1995).
FAD;y 0, ~ —= H,0,— H,0+

NADP )C s )( ‘)C N SOD lFel'(m 2

NADPH Vg )2
T e OH + H,0 + 0,

.

i o ; O ;

: - :

: i :

\ { Y
mtermediarios ligacdo covalente com peroxidacdo lipidica e
Bio-alquilantes proteinas ¢ acidos proteica. quebra

nucleicos das fitas do DNA

CAT= catalase: SOD= superoxido dismutase

Esquema 2- Ciclo redox induzido por quinonas (Adaptado de DA SILVA, 2003 e PINTO,2009)

A introducdo de grupos vicinais oxidaveis no nucleo quinona, tais como substituintes
amino, pode exercer influéncia sobre suas propriedades redox, induzindo o estresse oxidativo
nas células, e alquilacdo de macromoléculas celulares, incluindo lipidios, proteinas e DNA
(DA SILVA et al., 2003; FRANCISCO et al.,2010). A literatura, até 0 momento, mostra
claramente gque aminoquinonas estdo presentes em varios compostos bioativos importantes e
que apresentam atividade antitumoral (SUH et al., 2001). Em diversas pesquisas realizadas,
estes composto mostra um amplo espectro de atividade antineoplasica contra o cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de pulmdo, cancer de pancreas e também em células
leucémicas promielocitica (DE ALMEIDA, 2009).

2.3 OXIMAS E CLORETO DE IMIDOILA
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Oximas sdo compostos carbonilicos derivados da reacdo aldeidos e cetonas com
cloridrato de hidroxilamina, possuindo grande aplicagdo na quimica orgéanica, como por
exemplo, a protecdo do grupo carbonila em moléculas organicas. Este fato as torna um
importante intermediario em rotas sintéticas devido a possibilidade de regeneracdo de seu
substrato (ALl et al. , 2006).

As aldoximas podem ser obtidas por uma metodologia classica, que consiste no
tratamento de aldeidos com hidroxilamina em meio &cido, fornecendo as respectivas
aldoximas conforme a (Figura 8) (SOLOMONS & FRYHLE, 2006).

OH
N
0

|
)J\ + H,N-OH _ MO )\ + H,0
H H

Figura 8: aldeidos com hidroxilamina em meio acido

A utilizacdo de ultrassom em sintese organica vem aumentando ano apos ano, devido a
diminuicdo do tempo reacional, bem como uma melhora nos rendimentos quando comparados
pela via tradicional. Na preparacdo de oximas por meio de condensagdo dos compostos
carbonilicos e cloridrato hidroxilamina, também foram evidenciados uma aceleracdo na
obtencdo dos seu produtos desejados pela via utilizacdo de ultrassom (Figura 9).0 uso do
ultrassom pode acelerar a condensacéo de aldeidos e cetonas com cloridrato de hidroxilamina,
isso devido ao fendmeno da cavitacdo (producdo de microbolhas, em um liquido quando uma
grande pressao negativa € aplicada) produzida pelo ultrassom (J.-T. Li et al ; 2006).

(o}

OH
N|/
H,O/EtOH
— 2 e
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Um dos primeiros métodos de cloracdo de aldoximas foi estudado por CHIANG em

Figura 9: sintese por Ultrassom

1971. Seu estudo se baseou na cloracédo, através do cloro gasoso (Cl,), de benzoaldoximas
com diferentes substituintes, utilizando como solvente o cloroférmio ou o diclorometano.
CHIANG (1971) concluiu que a formacédo do cloreto de imidoila dependia tanto do solvente
utilizado quanto da caracteristica do grupo substituinte (elétron-doador ou elétron-receptor)

contido no anel aromatico (Figura 10).
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Figura 10: Métodos de cloracdo de aldoximas proposto por CHIANG em 1971

Alguns anos depois, estudospropuseram a obtencdo de cloreto de imidoila a partir do
tratamento de aldoximas com N-cloro-succinimida (NCS) em N,N-dimetil- formamida (DMF)
(Figura 11). Essa metodologia substituiu a desidroalogenacdo oxidativa de aldoximas
utilizando Cl,, pois a cloracdo do anel aromatico s ocorreria na presenca de um grupo
fortemente ativador (LIU et al., 1980).

OMe | OMe OMe

OH O N (6] J\SOH
CH=N’ +] DMF cen®  _BASE, .

52-9295  Cl

Figura 11: obtencdo de cloreto de imidoila a partir do tratamento de aldoximas com N-cloro-
succinimida (NCS) em N,N-dimetil- formamida (DMF)

As pesquisas foram avancando e em 1982, foi descrita uma metodologia para sintese
de cloretos de imidoila envolvendo halogenagdo de oximas. Este procedimento consistiu no
tratamento de aldoximas com hipoclorito de sédio (NaOCI), (Figura 12). Esse método ainda
é bem empregado por utilizar um reagente de baixo custo, porém, a reacdo necessita de
monitoramento, ja que o NaOCIé termo e fotossensivel. Os rendimentos da formacao de anéis

heterociclicos desta reagéo variaram de 19 a 95% (LEE, 1982).
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Figura 12: sintese de cloretos de imidoilapor tratamento de aldoximas com hipoclorito de sédio

Porem em 2001, Rodrigues e Aguiar descreveram uma metodologia de formacéo de
Oxido de nitrila, utilizando o &cido tricloro-isociandrico (ATCI) como principal reagente,
(Figura 13). O ATCI é um forte agente oxidante que converte aldoximas em cloretos de
imidoila de maneira eficiente. A grande vantagem desta reacdo esta no fato deste reagente
apresentar um baixo custo e, boa disponibilidade, bem como um procedimento experimental
simples (RODRIGUES & AGUIAR, 2001).

0 OH
f“OH J\ /UH
N Ol -G N =
‘U’\ NH,OH.HCI U\ ' l 5|\ EtyN/CH.Cl; | + /J\\ j
- _—
R/ “H EtOH, H.0 R'/ H 07 >N AR 0 R™ a1 HO \N ~OH

Figura 13: sintese de cloretos de imidoila utilizando o &cido tricloro-isociandrico (ATCI)

Estudos de modificagdo de compostos-protétipos tém demonstrado que heterociclos
como isoxazois e 4,5-diidro-isoxazéis podem apresentar um conjunto bastante diversificado
de atividade farmacolégica (WEIDNER-WELLS et al., 2004; PLENKIEWICZ &
ZAGOZDA, 2007).

2.4 ISOXAZOLINAS

As isoxazolinas sdo compostos heteropentaciclicos que possuem um atomo de
nitrogénio e um de oxigénio impedindo a continuidade da cadeia carbdnica. Existem
diferentes tipos de isoxazolinas, onde a mudanca consiste apenas na localizacdo da ligacao

dupla presente no grupo (Figura 14).
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Figura 14:Tipos de isoxazolina: (1) 2-isoxazolina, (2) 3-isoxazolina e (3) 4-isoxazolina.

Os 4,5 diidro-isoxazois, também chamado de isoxazolinas, fazem parte de uma classe
de heterociclos amplamente descrita na literatura, os quais podem ser precursores de
diferentes compostos bioativos (BASAPPA, 2003; PLENKIEWICZ & ZAGOZDA, 2007
SORO, 2006). Os derivados isoxazolinicos sdo conhecidos por apresentarem uma
diversificada atividade biologica, tais como: antibidtica, antineoplasica, antiviral e
antifungica, (Figura 15)(BASAPPA, 2003; LEE, 2007; PIRRUNG, 2002).
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Figura 15: derivados isoxazolinicos e suas diferentes atividade bioldgica

2.5 CICLOADICAO

As interacdes entre o dipolo e o dipolarofilo nas reacbes de cicloadicdo sao
governadas pelos Orbitais Moleculares de Fronteira (FMOs) destes reagentes. A teoria do

orbital molecular de fronteira afirma que as interagdes mais importantes ocorrem entre o
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Orbital Molecular Ocupado de mais Alta Energia (HOMO) de um dos reagentes e o Orbital
Molecular Desocupado de mais Baixa Energia (LUMO) de outro reagente Figura 16 (HIMO,
2005).

X==Y %
A=B = _e
LUMO ) Q © LUMO
orbital antiligante 8—8 0§ () (@ orvital antiligante
HOMO
HOMO orbital ndo ligante
orbital ndo ligante
LOMO
orbitais moleculares orbital ligante

do dipolarofilo

orbitais moleculares
do dipolo

HOMO 8/\8 dipolo ?
LUMO 878 dipolaréfilo 8 8 HOMO

interacao tipo I interacao tipo III

> 10

9 o
A LUMO

Figura 16: Orbitais Moleculares de Fronteira do dipolo e dipolaréfilo e suas iteracGes tipo | e Tipo 111

A aplicacdo das reacOes de cicloadi¢do pode ser estendida para promover a formacao
de anéis heterociclicos de cinco membros obtidos por meio de reacdo de cicloadicdo 1,3-
dipolar [3+2]. 1,3-dipolos sdo espécies que em geral, frente a um dipolaréfilo (alquenos ou
alquinos) sofrem reacGes concertadas, fornecendo os respectivos adutos de cicloadicdo. A
seguir € mostrada a reacdo entre um dipolo e um dipolarofilo (Figura 17) (GOTHELF et al. ,
1998).

Y.
— 0 N,
X e, T\

z
1,3-dipolo "\_} e) A—"8

A——=RH cicloaduto

mk\—( 2]
/

dipolardfilo

Figura 17: reacdo entre um dipolo e um dipolardfilo
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A nomenclatura 1,3-dipolar esta relacionada com os 4&tomos do dipolo que interagem
através dos orbitais moleculares com o dipolaréfilo, ndo estando associada com as cargas
formais existentes. A reacdo de ciclo-adicdo é um dos processos mais importantes para a
sintese de heterociclos de cinco membros, podendo fornecer diferentes compostos (Figura.
18), tais como: 4,5-diidro-isoxazoOis (1), isoxazlis (2), oxadiazbis (3) e triazdis (4)
(RODRIGUES & AGUIAR, 2001; DONNICI et al., 2006).

Figura. 18: 4,5-diidro-isoxazdis (1), isoxaz6is (2), oxadiazois (3) e triazdis (4)

O conceito geral da reacao de cicloadi¢do 1,3 dipolar foi introduzido por Huisgen nos
anos 60. Este trabalho indicava a base para a compreensdo do mecanismo das reacdes de
cicloadicdo (HUISGEN, 1968). Ao mesmo tempo, surgiu um novo conceito de conservagao
da simetria de orbitais, desenvolvido por Woodward e Hoffmann (1965). Este trabalho foi um
marco importante para a compreensdo do mecanismo concertado das reacdes de cicloadicdo e
contribuiu para o entendimento da reatividade e regiosseletividade deste tipo de reacao
(WOODWARD & HOFFMANN, 1965).

Um novo conceito descrito sobre a teoria dos orbitais de fronteira (OMF), foi
evidenciado o qual descreve o que entrosamento mais favoravel dos orbitais ocorria entre o
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e 0 LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) com mesma simetria e dimensdes proximas. O LUMOdipolo pode interagir com o
HOMOdipolaréfilo e o HOMOdipolo com o LUMOdipolaréfilo, sendo que a interagdo
favorecida é aquela que apresenta a menor diferenca de energia (AE) entre os orbitais. Este
tipo de interacdo esta associado ao mecanismo de reagcdo apresentado na (Figura 19)
(GOTHELF & JORGENSEN, 1998; NAIR et al., 2000; WOODWARD E HOFFMANN,
1965).
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Figura 19: interacdo entre os orbitais moleculares de fronteira

A quimica das quinonas, em especial as naftoquinonas, ja hd muito vem sendo descrita
na literatura, sendo encontrados varios trabalhos que relatam a sintese de derivados
naftoquinénicos por meio de diversas metodologias, incluindo a ciclo adicdo com aldoximas.
Bargiotti e colaboradores descreveram a sintese 1,3 dipolar realizada para a obtencdo dos
isoxazolonaftoquinonas, as quais foram testadas para avaliagdo da atividade antiproliferativa
em células de canceres, quem apresentaram uma forte atividade antiproliferativa
(BARGIOTTI et al. , 2012). A presenga do nticleo heterociclico parece exercer um papel no
acoplamento dos compostos no sitio de ligagdo do ATP de células tumorais do tipo Hsp90 (T.
TALDONE et al. , 2009).

A cicloadicdo 1,3-dipolar de benzoxidos de nitrila com quinonas é uma reagdo bem
conhecida(C. GRUNDMANN et al. ,1971) que tem sido explorada em sinteses de quinonas
fundidas ao ndcleo isoxazolina substituidos ( QUILICO et al. ,2006). Uma vez que 0s
heterociclicos sdo de grande importancia na sintese de compostos de interesse com um amplo
espectro na atividade bioldgica (BASAPPA et a. |, 2013).

2.6 AMINONAFTOQUINONAS

As aminonaftoquinonas constituintem compostos de um amplo interesse bioldgico
devido, entre outros motivos, a sua versatilidade sintética que os convertem em matérias
primas Uteis para construcdo dos sistemas tetraciclicos das antraciclinonas (FARINA et al. ,
1986). Faz parte do componente do esqueleto molecular de varios compostos naturais
(antibidticos tais como rifamicinas, quinamicinas) e tém sido usadas para a sintese de varios
compostos biologicamente importantes(NAGAOKA & KISHI; 1981).
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A introdugdo de um grupo vicinal oxidavel, como aminas substituidas, ao nucleo
quinénico pode influenciar as propriedades redox do ndcleo 2-amino-1,4-naftoquinona, e a
literatura mostra que o esqueleto aminoquinona esta presente em diversos derivados bioativos
(SILVA et al. , 2005), como foi descrito anteriormente as Rifamicinas e Quinamicinas. A
presenca de um atomo de nitrogénio, por exemplo, um grupo alquilamino, (BOUAZIZ et al.
1995 , LIN et al. , 1989) ¢é conhecido por proporcionar uma ampla série de propriedades
biolégicas em compostos do tipo quinona (YOON et al. , 1995).

Como aminonaftoquinonas possuem fungédo importante no transporte de elétrons e nos
processos de fosforilacdo oxidativa envolvidos nas reacfes bioquimicas, varias proteinas
formam adutos com essas quinonas (via grupo amino livre) que sdo capazes de catalizar o
ascorbato por oxidacdo produzindo peroxido de hidrogénio a partir do oxigénio gasoso (
MORRISON; 1969). Outras aminonaftoquinonas estdo envolvidas na inibicdo enzimatica e
possuem atividades antibacteriana, antifingica e anticancerigena (BITTNER & LEMPERT;
1994).

Sabe-se que o presenca do atomo de nitrogénio, permite a modulacdo do efeitos de
substituintes sobre as propriedades eletrdnicas do sistema quinona, bem como a modificacdo
da geometria da moléculas quinona e seus intermediarios de reducdo. Modificagcdes quimicas
na por¢do naftoquinona aumentam o efeito citotdéxico da biomolécula (SIEVEKING; 2014).

A reacdo de adicdo de aminas a 1,4-naftoquinona é um experimento simples e atrativo,
pois € possivel observar imediatamente a formacdo do produto, devido oacoplamento
oxidativo de alquil ou arilaminas a 1,4-naftoquinona, ocorrendo em uma Unica etapa, simples,
rapido e de facil execucdo. Trata-se de uma proposta que considera 0s principios da Quimica
Verde, aborda conceitos como economia atomica (MARTINEZ et al. , 2012).

A reacdo de adicdo de aminas a 1,4-naftoquinona com a sua subsequente eliminacdo do
hidrogénio vinilico é um experimento simples e atrativo, pois é possivel observar
imediatamente a formacgdo do produto. Trata-se de uma proposta que considera 0s principios
da Quimica Verde, abordando conceitos como Economia Atdmica (MARTINEZ et al. ,
2012). A insercdo de grupos mais eletronegativo como o atomo de Nitrogénio no C-2 da
naftoquinona, é uma das importantes vantagens na substituicdo uma vez que essa insercdo
destes tipos de atomo possivelmente aumenta a potencial redox da estrutura naftoquinoidal,
levando assim um provavel aumento no potencial das atividades biologicas que sé&o
importantes neste centro quinoidal (VALENCA; 2012) . Na maioria dos casos, a atividade

esta relacionada com a capacidade da quinona aceitar um ou dois elétrons para formar anion
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radical da espécies oxidativa correspondente, bem como as propriedades de acido/base dos
compostos (SILVA, 2013).

Desse modo, a modelagem estrutural de novos compostos a partir da 1,4
Naftoquinona, revela-se de suma importancia nao sentido de buscar novos farmacos por

apresentar melhor eficacia e menor toxicidade no tratamento do cancer.
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2.7 CANCER

2.7.1 Historico do cancer

A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo(Figura 20A), e
foi utilizada pela primeira vez por Hipocrates, o pai da medicina (Figura 20B), que viveu
entre 460 e 377 a.C. O cancer ndo € uma doenca nova. O fato de ter sido detectado em
mumias egipcias comprova que ele j& comprometia 0 homem ha mais de 3 mil anos antes de
Cristo(MS;2011).

Figura 20: A= Caranguejo Fonte: Stock.xchng B= Hipdcrates Fonte: U.S. National Library of Medicine, History

of Medicine Division

A Revista “O Brasil-Médico”, no ano de 1904, publicou o trabalho “Freqiiéncia do
cancer no Brasil”, assinado por Sodré. Esta publicacdo, abrangendo o periodo de 1894 a 1898,
procurou relacionar o clima com uma maior presenca do cancer no extremo sul do pais e a
predominancia do cancer uterino. E conhecido como a primeira manifestacio a respeito do
assunto no ambito cientifico e académico brasileiro. As primeiras publicacdes oficiais de
mortalidade por cancer, pelo entdo Ministério de Educacdo e Salude, datam de 1944, contendo
dados referentes ao periodo de 1929 a 1932, das capitais do estado e constam do Anuario de
Bioestatistica (MS; 2005).

Atualmente, cancer é o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que
tém em comum o crescimento desordenado de células (Figura 21), que tendem a invadir

tecidos e 6rgdos vizinhos (MS;2011).
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Figura 21: Células cancerosas Fonte: Science Photo Library

O Cancer compreende um conjunto de doencas que se caracterizam pela presenca de
células em crescimento continuo, com propriedades de invasdo e destruicdo do tecido
adjacente, bem como, de crescimento em outros sitios diferentes do tumor primério
(metastizacdo) (HANAHAN; 2000). Essas propriedades geralmente sdo ocasionadas por um
acumulo de mutagBGes nos oncogenes, NOS genes supressores e nos genes reparadores de DNA,
0 que caracteriza o cancer como doenga genética (FOSTER; 2008). De um modo geral, 0s
oncogenes promovem a proliferacdo celular ordenada enquanto 0s genes supressores mantém
essa proliferacdo sob controle restringindo o crescimento celular. Os genes reparadores de
danos do DNA estdo constantemente refazendo as moléculas que sofrem mutacdo. O mau
funcionamento dos mecanismos de regulacdo do ciclo celular permite a passagem das células
mutadas pelo ciclo, acumulando mutacGes que contribuem para 0 surgimento das
caracteristicas do tumor maligno (LOURO et al., 2002; VERMEULEN et al. , 2003). O
cancer afeta, portanto, a populacdo de um modo geral, incluindo pessoas de ambos 0s sexos e
de todas as idades e classes sociais.

Embora a mortalidade de muitos tipos de cancer tem vindo a cair, especialmente as do
sangue como a leucemias, a estatistica mais importante pode ser que muitos cancros epiteliais
(carcinomas) e eficazmente todos os tipos de cancer mesenquimais (sarcomas) permanecem
em grande parte incuravel (WATSON, J.D. 2013).

2.7.2 Epidemiologia

O céncer é uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, o0 que o
torna um importante problema de saude publica. A cada ano, dezenas de milhdes de pessoas
sdo diagnosticadas com cancer, levando mais da metade a morte. Embora as maiores taxas de
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incidéncia de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos(Figura 22) , mais de 60%
das mortes por cancer ocorrem nos paises com média a baixa renda, onde 0s recursos para a
prevencdo, diagnostico e tratamento sdo limitadas ou inexistentes. Como o0s idosos sao mais
suscetiveis ao cancer e o envelhecimento da populacdo continua em muitos paises, 0 cancer
continuara a ser um importante problema de satde em todo o mundo (XIAOMEI; HERBERT,
2006).
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Figura 22: Incidéncia de cancer mundial.

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC) informou que de acordo
com os dados do GLOBOCAN 2012, ocorreram um ndmero estimado de 14,1 milhdes de
novos casos e 8,2 milhdes de mortes relacionadas ao cancer em 2012, em compara¢do com
12,7 milhdes e 7,6 milhGes, respectivamente, em 2008. As estimativas de prevaléncia para
2012 mostravam que existiam 32,6 milhGes de pessoas (com idade superior a 15 anos) que
tiveram um cancer diagnosticado nos ultimos cinco anos.

Os canceres mais comumente diagnosticados em todo o mundo foram os de pulméo
(1,8 milhdes, 13,0% do total), de mama (1,7 milhdes, 11,9%), de co6lon e retal (1,4 milhdes,
9,7%). As causas mais comuns de morte por esta doenca foram os canceres de pulméo (1,6
milhdes, 19,4% do total), figado (0,8 milh&o, 9,1%) e estémago (0,7 milh&o, 8,8%).

ProjecGes com base nas estimativas do GLOBOCAN 2012 preveem um aumento
substancial de 19,3 milhdes de novos casos de cancer por ano até 2025, devido ao crescimento

e envelhecimento da populacdo global. Mais da metade da incidéncia (56,8%) e mortes por
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cancer (64,9%), em 2012 ocorreram nas regides menos desenvolvidas do mundo, e essas
proporcdes irdo aumentar ainda mais até 2025. A publicagdo também lancou um alerta sobre o
crescente numero do cancer de mama, um crescimento de mais de 20%, enquanto a
mortalidade aumentou em 14% desde 2008.

A taxa de incidéncia de cancer global é quase 25% maior entre homens do que em
mulheres, com taxas de 205 e 165 para grupos de 100 mil pessoas, respectivamente. Taxas de
incidéncia do sexo masculino variam quase cinco vezes entre as diferentes regides do mundo,
com taxas que variam de 79 por 100.000 na Africa Ocidental a 365 por 100.000 na Australia /
Nova Zelandia (com altas taxas de cancer de prostata).

H& menos variacdo nas taxas de incidéncia do sexo feminino (quase trés vezes), com
taxas que variam de 103 por 100 mil no Sudeste da Asia Central a 295 por 100.000 na

América do Norte, dados que podem ser observados na (Figura 23).
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Figura 23: incidéncia e prevaléncia de cancer entre os diferentes géneros nas regifes do mundo.

Existem vérias causas, claramente identificadas de cancer e varias estratégias que
podem levar a redugdes na incidéncia e mortalidade (PETO, 2001). Atualmente, as formas
mais comuns diferem entre os paises de alta renda de outros. Nos paises de alta renda, 0s
canceres de pulmao, mama, préstata, de colon e retal dominam, e um terco dos casos tem
origem no uso do tabaco e 10% em infeccBes cronicas (STEWART; KELIHUES, 2003). As
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prioridades no controle do cancer nessas regides incluem o controle do tabaco e estratégias de
alta tecnologia como triagem para pequenos tumores e tratamento curativo.

Nos paises em desenvolvimento e pobres, 0s canceres de estbmago, figado, cavidade
oral e colo do utero dominam (BOYLE, 2006; PARKIN, 2006). Este padrdo esta mudando
rapidamente, com grandes aumentos em muitas partes do mundo dos casos de cancer de
pulmdo, mama, de colon e retal, onde historicamente tém sido incomuns. Um quarto da carga
de cancer em paises pobres parece ser atribuido a infeccdes crénicas, mas 12% sdo atualmente
causados pelo tabagismo e esta proporcao esta crescendo (PARKIN, 2006). As prioridades de
controle de céncer nesses paises incluem o controle do tabaco e estratégias de baixa
tecnologia, com o tratamento frequentemente destinado a paliagéo.

Este século guarda para esta parte do mundo mais pobre uma série de desafios, entre
0S quais 0s principais sdo o crescimento e envelhecimento da populacdo e a ocidentalizacdo
de seu estilo de vida, particularmente o crescimento da prevaléncia do tabagismo (BOYLE,
2006). Mudancgas de habitos de vida, incluindo a mudanga das préticas nutricionais, o
aumento do sedentarismo, ganho de peso, obesidade e mudancas socioldgicas, claramente o
aumento da idade do primeiro parto e diminuicdo da paridade em mulheres, estdo levando a
grandes aumentos do numero de cancer de mama.

No Brasil oinstituto nacional de cancer (INCA) estima cerca de 580 mil novos casos
da doenca para 2014. De acordo com a publicacdo da estimativa de incidéncia de Cancer no
Brasil para 2014, preve que 0s canceres mais incidentes na populacdo brasileira neste ano
serdo de pele ndo melanoma (182 mil), prostata (69 mil); mama (57 mil); de célon e reto (33
mil), pulm@o (27 mil) e estdbmago (20 mil). Excetuando-se pele ndo melanoma, a ocorréncia
serd de 394.450 novos casos, sendo 52% em homens e 48,% entre as mulheres. Ja na
distribuicdo por regido o maior numero de casos encontram-se na regido sudeste e a norte

aponta com o menor numero de incidéncia como pode-se observar na (Figura 24).
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Figura 24: distribuicéo da incidéncia de cancer por género e regido do pais.

Em condicdes de normalidade, ou seja, nos tecidos saudaveis, existe um respeito a um
equilibrio entre a divisdo celular que originam novas células e a apoptose responsavel pela
morte celular programada de outras, para que o tecido ndo se prolifere desenfreadamente e
assim acarrete danos ao organismo. Contudo, este equilibrio muitas vezes é quebrado levando
ao desenvolvimento de tumores malignos, sendo este caracterizado por cinco processos:
proliferacdo, apoptose, angiogénese, invasdo e migracdo de células (EICHHORST,;
KRAMMER, 2001; HENGARTNER, 2000). A seguir estdo os dados sobre a incidéncia,

prevaléncia e mortalidade do cancer sobre o homem brasileiro (Figura 25).

Dados sobre a incidéncia, prevaléncia e mortalidade do cancer sobre o0 homem brasileiro

Prostate .
Incidence

Lung
Colorectum

Stomach

Oesophagus 65,232 (29.2%)
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(2.7%)

Larynx [ )
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(3.2%)
(4.4%)
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Brain, nervous system 20,235 (9.1%,)
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7047 (3.2%
9,713 (44%
12 606 (5.7%

Liver
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Leukaemia

Pancreas
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5-year prevalence Mortality

21,324 (4.3%
41,674 (8.3%)

130,007 (25.9%) 17,218 (14.2%) H mgfafe
Colorectumn
44,847 (371%
212,532 (42.4%) : t ) 17,198 (14.2%) W Stormach
W Oesophagus
9,033 (1.8%) M Eladder
18,240 (3 A%) 5,003 (4 1%)~ BRI W Lip, oral cavity
17,768 (3.5%) 4,181 (3.5%)~ 10,548 (8.7%) Laryn
20,261 (4.0%) 3,020 (2.5%) B18(B.3%) Brain, nervous system
10,767 (2.1%) 2,805 (2.3%) Other and unspecified
(4.3%)
(8.3%)

18,788 (3 9%)

Fonte: GLOBOCAN 2012

Figura 25: Dados sobre a incidéncia, prevaléncia e mortalidade do cancer sobre 0 Homem brasileiro

Neste outro quadro estdo os dados sobre a incidéncia, prevaléncia e mortalidade do

cancer sobre o mulher brasileira (Figura 26).

Dados sobre a incidéncia, prevaléncia e mortalidade do cancer sobre a mulher brasileira

Breast .
Incidence
Cervix uteri
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44413 (7.7%
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o
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Fonte: GLOBOCAN 2012

Figura 26: Dados sobre a incidéncia, prevaléncia e mortalidade do cancer sobre o a mulher brasileira

As células malignas perdem a capacidade de responder aos estimulos do seu

microambiente, passando a proliferar-se até na auséncia dos mesmos, e seus mecanismos de
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autodestruicdo tornam-se ineficazes. A célula passa por um processo de desprogramacéo,
agora ndo ¢ mais que um “estranho no ninho” ndo desempenha mais suas fun¢des basicas e
passa a ser um agente nocivo a vida (EVAN; VOUSDEN, 2001).

Uma consequéncia desse crescimento desenfreado da massa celular dos tumores é a
crescente necessidade de nutricdo o que o torna dependente de novos vasos, a angiogénese,
que sera responsavel pelo fornecimento constante de oxigénio e nutrientes e remocao de
residuos. Com a perda das caracteristicas morfofuncionais da célula no tecido tambem se
perdem as adesdes célula-célula e célula-matriz carateristicas que entre outras como a
degradacdo de componentes da matriz extracelular (MEC) estdo envolvidas nos processos de
invasdo e migragdo (CAIRNS et al. , 2003).

Quando hé a reducdo e perda da expressdo de moléculas de aderéncia entre as células
e também das mesmas com matriz extracelular (MEC) os lagos entre as células e seu
microambiente se desfazem, e as mesmas tornam-se invasivas e migrantes. As células
malignas mostram aumento da atividade proteolitica, que as ajuda a digerir a MEC. Esta
digestdo é necessaria para que as células do cancer possam invadir e migram atraves da
lamina basal, que é a marca de malignidade (GOCHEVA et al., 2006). A invasao e migracao
de células cancerosas podem levar ao desenvolvimento de metéstases em locais distantes
(FIDLER, 1990). A metéstase € a principal causa de morte em pacientes com cancer,
portanto, a reducdo da progressdo metastatica € o maior desafio para o desenvolvimento de

terapias anticancer eficazes.

2.7.3 Tratamento

Os tumores malignos sdo responsaveis por um numero expressivo e crescente de
pacientes em todo 0 mundo, e representam a segunda causa de morte da populacdo mundial
(SRIVASTAVA et al. , 2005). A terapéutica do céancer baseia-se, de forma geral, na
associacdo da resseccao cirurgica dos tumores ao tratamento radioterapico, e a quimioterapia.

Na década de setenta estas formas classicas de abordagem sofreram alteracdes
significativas com a introdugdo do conceito de tratamento adjuvante. O emprego intensivo dos
protocolos pos-cirdrgicos, incluindo a associagdo de quimioterdpicos com diferentes
mecanismos de acdo a radioterapia e, mais recentemente, a associa¢ao destes aos anticorpos
monoclonais, vem melhorando os resultados do tratamento de alguns tipos de canceres.

Infelizmente, muitos tumores ainda apresentam respostas modestas aos protocolos clinicos,
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limitando a indicagdo e a eficacia do tratamento adjuvante tanto para os tumores primarios
quanto para as metastases (KUMMAR et al., 2004).

Os quimioterapicos ndo atuam exclusivamente sobre as células tumorais, mas também
em células sadias que estdo em constante renovacao tais como: medula 6ssea e células do tubo
digestivo, 0 que torna o tratamento bastante agressivo ao paciente. Além disso, 0
desenvolvimento de resisténcia a drogas antineoplésicas constitui uma falha na quimioterapia
(CARRASCO et al;2008), pois algumas populacGes celulares acabam por desenvolver uma
nova codificacdo genética apds exposicao a elas.

Portanto, torna-se imperativo a necessidade de encontrar, desenvolver, e introduzir no
arsenal médico, modalidades terapéuticas mais eficientes que possam oferecer ao nimero
crescente de pacientes com doencas malignas disseminadas, oportunidades reais de controle

locorregional e a distancia das células neoplasicas.

2.7.4 Alvos terapéuticos

2.7.4.1 Espécies reativas de oxigénio (EROS)

Nas Células Normais existe um balango entre a geracdo e eliminacdo de radicais
livres, mantendo assim, a homeostase do estado redox da célula (DEVI et al. , 2000).

Entre os principais radicais livres estdo as espécies reativas de oxigénio(EROs) e
outras espécies com elétrons desemparelhados, como o anionsuperoxido (O2), Oxigénio
singlete (10,) e radical hidroxila (HO ), além das espécies ndo-radicais como o perdxido de
hidrogénio (H,0;). EROs de natureza radicalar sdo altamente reativos e sua meia-vida,
geralmente, dura alguns segundos ou minutos (GUPTE; PEDINTE, 2008).

O balanco do estado redox da célula é mantido por um poderoso sistema antioxidante
para neutralizacdo dos EROS. Esse sistema composto por substancias enzimaticas superoxido
dismutase (SOD), catalase, sistema de glutationa (Glutationa, glutationa redutase, peroxidase
e transferase), sistema de tioredoxina (Tioredoxina, tioredoxina peroxidase e peroxiredoxina)
e ndo enzimaticas como as vitaminas E e C (MANDA; NECHIFOR; NEAGU, 2009).

As principais enzimas envolvidas na geragdo de EROs séo: glutationa
peroxidase(GPX), glutationa redutase(GR), glutarredoxina oxidada (GRXo),glutarredoxina
Reduzida (GRXTr), glutationa reduzida (GSHr), a glutationa oxidada (GSSG), tioredoxina
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oxidada (TRXo), tioredoxina reduzida (TrxR), xantina oxidase(XO) (TRACHOOTHAM,;
ALEXANDRE; HUANG, 2009) .

Tem-se especulado que o aumento de EROs em células cancerosas seja devido a
fatores como estimulacdo oncogénica, aumento da atividade metabolica e  mau
funcionamento mitocondrial (PELICIANO et al., 2004). Além disso, sdo consideradas
responsaveis pelo desenvolvimento, progressao, invasdo e metastase dos canceres (GILES,
2006). As baixas concentracGes dos EROs favorecem uma Sobrevivéncia e proliferacdo das
células, porem, em altas concentracdes, elas exaurem um capacidade antioxidante das células
provocando injurias celulares irreversiveis desencadeando um programa de sinalizagdo que
leva a senescéncia, apoptose ou necrose (HALLIWELL, 2007).

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo de manutencdo para o
desenvolvimento dos seres vivos, sendo de suma importancia par eliminarcélulas indesejadas
ou defeituosas. Durante a apoptose, a célula sofre alteracbes morfoldgicas caracteristicas
desse tipo de morte celular. Tais alteracBes incluem uma retracdo da célula, perda de
aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas, condensacdo da cromatina,
fragmentacdo internucleossomica e formacdo dos corpos apoptoéticos (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007).

2.7.4.2 Inibicdo das topoisomerases

Uma estratégia conhecida no combate as células cancerosas envolve a inducdo da
apoptoseda célula tumoral, antes que ela se replique para formar novas células malignas (DA
SILVA et al. , 2003). Uma das maneiras de se induzir a apoptose esta na inibicdo de enzimas
importantes conhecidas como topoisomerases (PLYTA et al. , 1998). Em sua atuacéo natural,
essas enzimas ligam-se ao DNA, fazendo cortes localizados que permitem que funcdes de
transcricdo, reparacdo, replicacdo e estruturacdo do cromossomo ocorram normalmente
(ANDOH, 1998 , BELOTSERKOVSKII et al. , 2006 ; WANG, 1996). A atividade
antineoplasica das quinonas da-se através de diferentes mecanismos de agdo. Algumas
quinonas atuam no processo de inibicdo das topoisomerases, afetando diretamente o
“complexo” topoisomerase-DNA e, conseqlientemente, induzindo a apoptose (PLYTA et al. ,
1998). Os inibidores de topoisomerase estabilizam o complexo enzima-DNA, ap0s o corte no
DNA e antes de ele ser recomposto, formando um complexo ternario estavel que impede que

0 DNA e a enzima prossigam com suas fungdes normais (Figura 27) (ANDOH, 1998 ;
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WANG, 1996). Estudos in vitro mostraram que algumas drogas derivadas de naftoquinonas
podem inibir a topoisomerase Il (Tipo Il) por estabilizacdo das formas intermediarias dos
complexos enzima-DNA (complexos quebraveis) (MATSUMOTO et al. , 2001). Essa

estabilizacdo leva a quebra da fita simples e da fita dupla do DNA induzindo a apoptose.

= -
({ \) (34 \
Topoisomerase 1 Topoisomerase 2 o
e { N NGl :: :
nibidor inibidor .

~ VUV 332ffteec
\\ ‘,' : replicagdo do DNA
= .
NN« Fragmentagao L0
g 'L
)'L_,“ .
Morte celular

Figura 27: Mecanismo de acédo das drogas inibidores de enzimas topoisomerase

2.7.4.3 Naftoquinonas como agentes anticancer

Tem-se visto muitos estudos focados no desenvolvimento de drogas potencialmente
ativas contra neoplasias.

A atividade antineoplasica das quinonas da-se através de diferentes mecanismos de
acdo. Tais como a capacidade das quinonas de inibirem a oxidacdo e a fosforilacdo
mitocondrial, como também de inibicdo da oxidase succinica (SANTANA et al. , 1968),
inibicdo do transporte de elétrons(VENNERSTROM, 1988), ciclo redox, bioalquilacéo,
intercalacdo, inducéo de quebras nas fitas do DNA e geracédo de radicais livres PLYTA el al.,
1998 ; FERRAZ et al. , 2001), inibig&o da enzima topoisomerase (PLYTA el al ; 1998). Em
todos estes casos, 0 mecanismo de agdo, in vivo, requer a biorreducdo das quinonas, como
primeira etapa (FERRAZ et al. , 2001).
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No entanto, a maioria dos modelos para estudos de atividade antitumoral emprega
culturas primarias de células tumorais humanas, utilizadas como teste de sensibilidade as
drogas in vitro; acdo esta, que nem sempre pode ser extrapolada para as condigdes in vivo,
principalmente pela toxicidade das drogas anticancerigenas em geral.

Como consequéncia, muitos compostos farmacoldgicos e bioldgicos contém unidades
quinona. Dados da literatura mostram que o perfil biolégico dessas moléculas estd centrado
nos seus pontos orto ou para quinoidais (FERREIRA et al. , 2006). Este grupo geralmente
aceita um e/ou dois elétrons, para formar os correspondentes anion radical ou a especie
didnion, in situ (BABIOR; 1997). Este comportamento esta diretamente relacionado a
atividade antineoplasica desses compostos.

O mecanismo de acdo das naftoquinonas nos sistemas biolégicos ainda ndo foi
totalmente esclarecido. Mas, se sabe que parte do mecanismo envolve a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) induzidas pela biorredu¢do do nicleo quindnico por enzimas
especificas e oxigénio (BENITES et al., 2008), e induzem apoptose e/ou interagem com
topoisomerases das células tumorais (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).

As novas biomoléculas serdo sintetizadas por diferentes métodos ja conhecidospara a
obtencdo dos diferentes novos derivados naftoquinbnicos; derivados 2-N-amino-
naftoquinonas, derivados 2-N-amino-3-metil-naftoquinonas e derivados isoxazolinico da
naftoquinona. Estes derivados serdo purificados e elucidados por espectroscopia no Infra-
vermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de prétons (RMN HY) e carbono (RMN C*3)
para posterior serem avaliados frente ao teste da MTT(Timidina Tritiada), afim de identificar
a atividade anticancer e frente a micro-organismos ( Bactérias, gram positivas e gram

negativas, e Fungo).
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3. OBJETIVOS

3.1 0BJETIVO GERAL

Sintese e avaliacdo bioldgica de derivados da Naftoquinonana analogos ao lapachol,
visando a obtencdo de compostos ativos com atividade anticancer e de menor toxicidade que
os farmacos utilizados atualmente na quimioterapiaterapia do cancér, além de determinar a
acao antimicrobiana desses derivados, utilizando técnicas sintéticas simplificadas para a

obtencdo de produtos com alto valor agregado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter analogos do lapachol estruturalmente relacionados pela substituicdo de 1,4-
naftoquinona com diversas aminas;

e Caracterizar a estrutura quimica dos compostos sintetizados através de Espectroscopia
no Infravermelho (IVTF) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H-RMN),
Ponto de Fuséo e Rf (Fonte de Referéncia);

e Auvaliacdo das atividades bioldgicas dos derivados da Naftoquinona: atividade
antimicrobiana e principalmente atividade anticancer in vitro através de screening

inicial de citotoxicidade diante de trés linhagens de células tumorais.
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Metodoldgia Sintetica de Obtencao dos Novos Derivados da Naftoquindnicos
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Partindo da 1,4-Naftoquinona como reagente principal, e seu derivado 2-metil-1,4-

Naftoquinona (menadione) foram tracadas as estratégias de sintese de novos derivados, as

modificacbes desta molécula foi tracada por trés principais vias sintéticas:

a) A aminacdo da 1,4 Naftoquinona e 2-metil-1,4-Naftoquinona,a partir da reacdes

com aninas primarias em meio metanolico.

b) Reducdo da 1,4 Naftoquinona e 2-metil-1,4-Naftoquinona, através da reagdo de

acetoxilagdo com anidrido acetico.

c) Obtencédo de aldoxima, pela reacdo entre aldeidos e cloridrato de hidroxiamina em

agua e alcool como solvente em ultrassom.

d) Cicloadicdo da 1,4 Naftoquinona com oximas na presenca do acido

tricloroisocianuricoe do seu derivado 2 metil 1,4 Naftoquinona.
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4 METODOLOGIA

4.1 PROCEDIMENTO GERAL NA OBTENCAO DOS DERIVADOS 2 AMINO 1,4
NAFTOQUINONA:

A obtencdo dos derivados 2 amino 1,4 Naftoquinona, procedeu-se fazendo reagir um
(01) equivalente da 1,4-Naftoquinona ou da 2-metil-1,4-naftoquinona, com 1,25 equivalentes
dos reagentes alquilas aminas primarias correspondentes em metanol, como solvente, para a
obtencdo dos derivados 2-N-alquilamino-1,4-Naftoquinona ou 2-N-alquilamino-3-metil-1,4-
Naftoquinona. As diferentes reacdes foram mantidas a temperatura ambiente com duracédo
média de 24 horas e foram monitoradas por cromatografia de camada fina (CCD). A
estratégia de sintese pode ser observada no (Esquema3)a seguir.

o o)

H

Rt N

R2 ™~ R2
+
H,N Metanol |
TA

Rl

o o)
_ R=H (1a-le)
Ri=H (1) - CH, (2c-2f)

R2-NH=ciclohexilamina(a), 2-etilmorfolina(b), 3-propilmorfolina(c), procainamina(d),
piperazina(e), tiossemicarbazida(f)

Esquema 3: Rota sintética para a obtencdo dos derivados 2-N-alquilamino 1,4 Naftoquinona ou 2-N-
alquilamino 3-metil-1,4-Naftoquinona.

4.2 PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENCAO DOS DERIVADOS DA
ALDOXIMAS :

A Obtencéo de derivados das aldoximas, procedeu-se fazendo reagir uma solugéo de
um (01) equivalente do aldeidocorrespondente em etanol, como solvente, em um tubo de
ensaio e adicionado sobre esta, uma outra solugdo de 1,25 equivalentes de cloridrato de

hidroxilamina em &gua, para a obtencdo dos derivados da aldoximas correspondentes. As
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reacOes foram realizadas em ultrassom a 60°C com duracdo média de 2 horas e 30 min e
foram monitoradas por CCD. A rota sintética pode ser observada no (Esquemad)a seguir.

OH
o) N/
H,O/EtOH |
)J\ + HNOH.HCI Sonicador 60°€)\
R H R H
3 3a-3f

R= 4Br Benzaldeido(a), 4Cl Bezaldeido(b), Furaldeido(c), 5 Nitro 2 Furaldeido(d),
Tiofenocarboxialdeido(e), 5 Nitro 2 Tiofenocarboxialdeido(f)

Esquema 4: Rota sintética para a obtencéo dos derivados daaldoxima.

4.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A OBTENCAO DE DERIVADOS ISOXAZOLINA
PROVENIENTE DA CICLOADICAO DA 1,4 NAFTOQUINONA COM AS DIFERENTES
ALDOXIMAS :

A Obtencdo de derivados da cicloadicdo da 1,4 Naftoquinona com aldoximas,
procedeu-se fazendo reagir um(01) equivalente de uma solucdo de Naftoquinona, em
cloroférmio, como solvente, e 3 gotas de trietilamina (TEA), em um tubo de ensaio e sobre
esta foi gotejado lentamente, durante 10min, com auxilio de funil de adi¢do, uma solucédo de
1,25 equivalentes da oxima derivada de um aldeido correspondente em cloroférmio e do &cido
tricloroisociandrico (ATCI), para a obtencdo dos derivados Oxazolinicos resultado da
cicloadicdo da 1,4 Naftoquinona com as diferentes aldoximas. As reacdes foram realizadas
em ultrassom a 60°C durante 2 horas e 30 min e foram monitoradas por CCD. A rota sintética

pode ser observada no (Esquemab) a seguir.
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+)\ Sonicador/ 2h30min/60°C =
R H
3a-3f

R= 4Br Benzaldeido(a), 4Cl Bezaldeido(b), Furaldeido(c), 5 Nitro 2 Furaldeido(d),
Tiofenocarboxialdeido(e), 5 Nitro 2 Tiofenocarboxialdeido(f)

I~

(0]

Esquema 5: Rota sintética para a obtengdo dos derivados Isoxazolina da cicloadi¢do da 1,4 Naftoquinona com
aldoximas.In situ ocorre a formacgéo do cloreto de hidroxiiminoila a partir aldoxima com hipoclorito( produzido
a parti do 4cido tricloroisociandrico (ATCI) dissolvido em agua).

4.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENCAO DE DERIVADOS DA 1,4-
ACETILACAO-2-ACETOXILACAO DANAFTOQUINONA:

A obtencdo dos derivados 1,4-acetilacdo-2-acetoxilacdo da Naftoquinona e da metil-
Naftoquinona, procedeu-se fazendo reagir a Naftoquinona ou a 2-metil-1,4-naftoquinona e
anidrido acético como reagente e solvente, adicionando H,SO,4, como catalisador, para a
obtencdo dos derivados 1,4-acetilacdo-2-acetoxilacdo Naftoquinona e 1,4-acetilacdo-2-
acetoxilagcdo-3-metil Naftoquinonas. As reacdes foram mantidas sob agitacdo e aquecimento,
durante 6 a 8 horas nesta temperatura e foram monitoradas por CCD. A rota sintética pode ser

observada no (Esquema6)a seguir.
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R, 0 0] o)
+ )L )K HZSOQCQI,
0 70°C
Ri
O

)

Ri=H (5) o
R1= H (1)
Ry=CH3(2) R,=CH;(6)

Esquema 6: Rota sintética para a obtencdo dos derivados 1,4-acetilagdo-2-acetoxilagdo Naftoquinona e 1,4-
acetilacdo-2-acetoxilagdo-3-metil Naftoquinonas.

4.5 ANALISE DE ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NO INFRAVERMELHO
(IV):

Os espectros de absorcdo no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm-1, foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotdmetro de infravermelho, disponivel na Central

Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, Recife - PE.

4.6 ANALISE DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO (RMN
1H) E CARBONO (RMN C)

Os espectros de RMN *H eRMNZ3C e das substancias sintetizadas foram obtidos no
espectrometro da Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE,
Recife - PE, utilizando como solvente DMSO-d6 e como padréo interno DMSO.
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4.7 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICA DOS COMPOSTOS

4.7.1 Metodologia da avaliagdo antimicrobiana

4.7.1.1 Método de difusdo em discos de papel

Neste método, os discos contendo concentragdes conhecidas dos compostos
sintetizados foram colocados na superficie de uma placa de &gar, onde uma suspensao
padronizada dos microorganismos em teste foi inoculada. As suspensbes dos micro-
organismos testes foram padronizadas através da escala de McFarland com turbidez
correspondente a 0,5, equivalente a 1 a 2 x10° unidades formadoras de coldnias por mililitros
(UFC/mL). Discos de papel contendo apenas o solvente Dimetilsulfoxido (DMSO)foram
utilizados como controles negativos. As placas foram levadas a estufa durante 24h e 48h a
temperatura de 30°C e 37°C e apds o periodo de incubacdo mediram-se os halos de inibicdo
em milimetros (mm). O halo de inibi¢éo sera considerado a area sem crescimento detectavel a

olho nu.

4.7.2 Metodologia da atividade antitumoral

4.7.2.1 Citotoxicidade in vitro dos derivados da Naftoquinona

Para o estudo em questdo, as linhagens tumorais utilizadas, HL-60 (Leucemia
promielocitica),HEP2 (carcinoma laringeo humano), MCF-7 (Adenocarcinoma) e NCI H-292
(cancer de pulmdo— humano), foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo
sido cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..

As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na concentracdo de 25
pg/mL para substancias puras e 50 pg/mL para extratos ou fragdes. Andlise de citotoxicidade
pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de screening do National Cancer
Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN
et al., 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman

(1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma

JANNIERES DARC DA SILVA



analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotdxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (BERRIDGE
etal., 1996).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO,a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 pL
da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia
foi lida ap6s dissolucdo do precipitado com 100 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de
placa a 595nm.Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvio

no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as diferentes rotas sintéticas acima citadas, foram obtidos um total de 34
produtos, sendo 26 derivados da 1,4-Naftoquinona e 14 derivados da 3-metil-1,4-
Naftoquinona com as diferentes aminas primarias, ciclohexilamina, 2 etil morfolina, 3
propilmorfolino, procainamina, piperazina, tiossemicarbazida, semicarbazida,
feniltiossecarbazida, tioureia, furfurilamina, 4-Br-anilina, tioacetamida e o aminoacido
cisteina; 6 derivado oxazolinico e 2 derivados triacetoxilados. Destes 34 produtos obtidos
somente 11 compostos foram devidamente purificados e elucidados e as restantes das
biomoléculas estdo sendo purificadas e elucidadas. Algumas reagdes procederam de forma
diferente da descrita nas reacGes gerais, devido as caracteristicas especificas de cada amina
utilizada.

Os diferentes derivados da 1,4 Naftoquinona da serie de laa le e o derivado
isoxazolinada e4b, como também da 2-Metil 1,4 Naftoquinona da série 2c a 2f obtidos e
purificados foram realizados devidamente suas elucidacdes estruturais por RMN *H, RMN
C%e IV, bem como submetidos aos testes bioldgicos. Os diferentes produtos finais obtidos e
elucidados estdo expostos na (Figura 28) a seguir.
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Figura 28: Estrutura dos derivados obtidos
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3°(4-Br)fenil-2,3- isoxazolina-1,4-Naftoquinona(4a) 3’(4-Cl)fenil-2,3- isoxazolina-1,4-Naftoquinona(4b)

Br Cl

5.1 NA OBTENCAO DOS DERIVADOS 2-N-ALQUILAMINO-1,4-NAFTOQUINONA:

Os derivados 2-N-alquilamino-1,4-Naftoquinona foram obtidos através de uma
metodologia simples, barata e com pouco tempo reacional. Trata-se de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica entre a Naftoquinona a e uma alquil amina primaria. Inicialmente foi
realizado a solubilizacdo da Naftoquinona ou da metil- Naftoquinona em metanol e
posteriormente procedeu-se com a adi¢cdo de uma solucdo da alquil amina em metanol a
temperatura ambiente, para obtencdo dos derivados 2-N-alquilamino Naftoguinona
correspondentes. Para as reacGes que ndo apresentaram um bom desenvolvimento com a
metodologia inicialmente aplicada, sofreram algumas modificacbes no procedimento
experimental.

Primeiramente as reacdes foram realizadas a temperatura ambiente e sob agitacdo com
as duas naftoguinonas (1,4 naftoquinona e 3-metil-1,4-Naftoquinona) e com as diferentes
aminas (ciclohexilamina, 2-etilmorfolina, 3-propilmorfolino, piperazina, tiossemicarbazida,
semicarbazida, furfurilamina, Br-anilina, feniltiossecarbazida, tiodreia, tioacetamida e
cisteina), mas apenas as reagdes com ciclohexilamina, 2-etilmorfolina, 3-propilmorfolino,
piperazina, furfurilamina, Br-anilina apresentaram na CCD a formac&o de um Gnico produto e
com uma mancha na base. A Procainamida s6 reagiu com as respectivas naftoquinonas apos a
adicdo de um catalizador basico, a KOH. Com excecdo da reagcdo com a tiossemicarbazida
que apresentou um oOtimo rendimento com 3-metil-1,4-naftoquinona, as demais aminas
(semicarbazida, tiossemicarbazida, tiodreia, tioacetamida), apresentaram na CCD pontos que
caracterizavam a formacéao de dois produtos ou de um produto e um subproduto. As Aminas

feniltiosseminarbazida e cisteina, apresentaram na CCD trés pontos que caracterizavam a
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formacéo de trés produtos ou de um produto e dois subprodutos. As sinteses com as aminas
semicarbazida, tiossemicarbazida tioureia, tioacetamida, feniltiosseminarbazida e cisteina
foram repetidas nas mesmas condicOes reacionais em ultrassom e aquecidas a 60°C, porem 0s
resultados observados ndo foram diferentes dos obtidos pelo método convencional, somente
uma vantagem com o0 menor tempo reacional. Foi observado também para as aminas
feniltiosseminarbazida e cisteina dos trés pontos que apareciam na placa com maior
intensidade, eram diferentes do que foi observado no método convencional. Foram realizadas
também reacGes no método convencional com a adicdo do catalizador basico, o KOH, sob
aquecimento a uma temperatura de 60°C (mesma temperatura do ultrassom), mas as reacoes
das respectivas Naftoquinonas com a tioureia, tioacetamida, feniltiosseminarbazida e cisteina,
também néo foi observado mudanca significativa. Nas reacGes com a tiodreia, tioacetamida e
feniltiosseminarbazida, apresentaram as mesmas caracteristicas observada no ultrassom e com
a cisteina foi visualizado uma maior intensidade em outro ponto da CCD diferente dos
observados anteriormente.

As reacOes realizadas com a presenca do catalizador KOH, foram neutralizadas com
uma solucdo a 5% de &cido citrico. Apds o processo de neutralizacdo foi adicionado agua
destilada para a precipitacao dos diferentes produtos. A solucéo foi filtrada e lavada com &gua
destilada gelada varias vezes em funil sinterizado.

As reacOes ndo foram realizadas em meio reacional catalisado por um acido, por que o
produto obtido seria diferente do objetivado por nds, uma vez que, a sintese é descrita pela
condensacdo equimolar de um derivado carbonilado do tipo aldeido ou cetona, com
tiossemicarbazidas em meio alcodlico, sob refluxo e quantidades cataliticas de &cido,
poderiam apresentar um mecanismo reacional semelhante ao de formacdo de iminas
(TENORIO et al, 2005). Uma vez que 0 objetivo deste trabalho é substituicio com uma
amino no carbono 2 da Naftoquinona, e ndo nas carbonilas das Naftoquinonas com a
formacéo de iminas.

A purificacdo foi feita por recristalizacdo e placa preparativa cromatografica. Os
derivados foram obtidos na forma de cristal que variam do bordo ao amarelo e azul. Nesta
fase foram enfrentados varios problemas para a purificacdo de alguns compostos tanto na sua
recristalizacdo, bem como na purificacdo por cromatografia preparativa. Alguns compostos se
mostraram bastante sensiveis a estabilidade na purificacdo sob a placa preparativa, bastante
instaveis em contato com a silica e se degradaram parcialmente com o passar do tempo,

dificultando a sua purificagdo ou até mesmo a manutencdo da pureza para posterior
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elucidagdo. Por este motivo que ndo foram elucidados todos os derivados obtidos nesta série,
(Figura 29) a seguir.
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Figura 29: Proposta de mecanismo da sintese dos derivados 1,4 Naftoquinona e 2-Metil-1,4-Naftoquinona

5.1.1 Elucidagéo Estrutural

Os produtos, bem como a 1,4-Naftoquinona e a 2-Metil-1,4-Naftoquinona, foram
elucidados estruturalmente por RMN 'H, RMN C*® e IV, analises estas realizados no
Departamento de Quimica Fundamental (DQF).

A analise inicial dos espectros no infravermelho teve como objetivo identificar a
presenca das bandas de absorcdo referentes aos principais grupamentos quimicos
caracteristicos dos compostos analisados.

A confirmac&o estrutural foi realizada atraves da analise dos espectros de RMNH e
RMNZC, sendo que no RMN!H foram feitos os célculos das integrais das areas dos picos,
para 0 conhecimento da quantidade de hidrogénios a molécula possui. Assim com atribuir 0s

valores das constantes de acoplamento ( J ).

5.1.1.1 Andlise de espectrofotometria de absorcao no Infravermelho (1V) da 1,4 Naftoquinona
e seu derivado:

Hf

He

Hd

Hc

Figura 30: Estrutura quimica da Naftoquinona com destaque no hidrogénio Ha e Hb.
Na analise do espectro no infravermelho da 1,4 Naftoquinona € possivel observa as
bandas de absorcdo na regido 3057 Cm™ referente a C-H do arométicos e vinilicos da
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quinona, a banda na regido de 1.660,75 Cm™ caracteristico das carbonilas da quinona e as
bandas 1.604,2 e 1.587,69 Cm™ de C=C de aromaticos, vistos na (Figura 31).
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Figura 31: Espectro de Infravermelho da Naftoquinona 1

Para os diferentes derivados obtidos da serie da N-amino alquil naftoquinonasvimos o
aparecimento no Infravermelho da absorcdo do NH aparece numa banda de 3.342,98 Cm™
Além dessa banda de absorcdo que comprova a substituicdo e possivel observar o
aparecimento de bandas caracteristicas dos substituintes CH, (R?) das aminas utilizadas. Na
(Figura 33), sdo vistas as bandas de absorc&o na regido de 1.070 Cm™ da deformacéo axial
de C-N, a banda de 2.968,09 Cm™ e 2.847,7 Cm™ referente aos CH,, a banda 1.267 Cm™ da
deformacéo axial assimétrica de C-O-C e de 1.070 Cm™ da deformacéo axial simétrica de C-
O-C. E observado também a permanéncia das bandas 1.672,1 Cm™ e 1.605,85 Cm™ das

Carbonilas da quinona, e 1.570,99 Cm™ e 1519,97 Cm™ do C=C de aromaticos.
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Figura 32: Estrutura quimica da Substancia 1b.
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Figura 33: Espectro de Infravermelho da substancia 1b

5.1.1.2 Andlises de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) da 1,4
Naftoquinona e seu derivado:

De acordo com os dados obtidos nos espectros de RMN tH, dos compostos derivados
da Naftoquinona, observam-se alguns picos que confirmam a estrutura molecular planejada
para esses compostos.

Essas modificacdes sao facilmente observadas uma vez que, a 1,4Naftoquinona é uma
molécula que apresenta simétrica em sua estrutura, por isso nos RMN H e RMN C* ¢
possivel observar tal simetria visto que os picos de identificacdo da molécula aparecem na
mesma regido por apresentarem 0 mesmo ambiente quimico. A substituicdo modifica a
estrutura uma vez que 0s atomos passaram atuar em ambientes quimicos diferentes, e deixam

assim de apresentar uma simetria anteriormente observada em seus diferentes deslocamentos
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quimicos do espectro. Outra observacdo importante é a apresentacdo do hidrogénio Hb que no
RMN da 1,4 Naftoquinona esta no deslocamento quimico de 6,97 ppm, como um dubleto, e
para o derivado o deslocamento quimico € de 5,69 ppm, apresentando-se como um singleto.
Além do aparecimento de outros picos num campo mais forte do que os observados da
Naftoquinona. O aparecimento do deslocamento quimico referente ao H (N-H) do substituinte

N-alquil que fica a 7,25 ppm, em forma de um singleto.
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Figura 34: Espectro de RMN de 'H da Naftoquinona 1

Na Naftogquinona os picos do hidrogénio sdo bem especificos estando localizados num
deslocamento quimico entre 6,9 ppm a 8,2 ppm do espectro, ndo existindo picos com
deslocamento quimico entre 1 ppm e 6,8 ppm. Porém nos espectros dos derivados aparecem
picos mais distintos por estarem situados em ambientes quimicos diferentes que passa a
existir picos com deslocamento quimico entre 1,0 ppm a 8,0 ppm, e principalmente a
confirmacéo das substituicdes se da ao aparecimento dos picos de hidrogénio referente aos

CH, das moléculas do substituintes utilizado.
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Figura 35: Espectro de RMN de *H da Substancia 1b

5.1.1.3 Analises de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 13C) da 1,4

Naftoquinona e seu derivado:

No espectro de RMN 23C da 1,4 Naftoquinona, foi observado a presenca de carbonos
com picos com deslocamentos quimicos em 184,97 ppm caracteristicos das carbonilas
quinonicas (C1 e C4), assim como os picos em deslocamento quimico de 131,87 ppm
caracteristicos dos carbonos quartenarios ( C5 e C10) e os carbonos terciarios em
deslocamento quimico de 133, 88 ( C2 e C3), 126,37 (C6 e C9) e 138,63 (C7 e C8).

Referentes a estrutura quimica vista na (Figura 30).
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Figura 36: Espectro de RMN de 3C da Naftoquinona 1

Ao analisar o RMN de 3C da 1,4 Naftoquinona, foi possivel observar a simetria da

molécula, uma vez que os 10 carbonos na molécula em 5 picos, cada um com dois carbonos

que apresentam o mesmo deslocamento quimico. A confirmacdo de que a substitui¢do foi

bem sucedida pela analise do RMN de 13C é observando o deslocamento quimico do carbono

C2, (Figura 34), apresentava o0 mesmo deslocamento quimico que o C3 em 133,88 ppm e

(Figura 35), espectro RMN 13C do composto 1b esta na faixa de 148,75 ppm caracterizando a

substituicdo nesse carbono. Assim como o aparecimento dos picos referente ao substituinte

dos diferentes derivados 2-amino substituidos da 1,4-naftoquinona.
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Figura 37:Espectro RMN 3C da Substancia 1b. Em RMN 3C APT, os solvente DMSO e CHCl; ndo solubiliza,
aparecendo no espectro.

5.1.1.4 Analises de espectrofotometria de absorcdo no Infravermelho (1V) da 2 metil 1,4
Naftoquinona e seu derivado:

Figura 38: Estrutura quimica da 2-metil-1,4- Naftoquinona2

Na analise do espectro de infravermelho da 1,4 Naftoquinona é possivel observar as

bandas de absorc&o da regido de 1.665 Cm™ que correspondem a presenca das carbonilas, e
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banda de absorcdo em 1.593,89 Cm™ do C-C aromético, banda de absorcdo 1.301,26 Cm™
que correspondem ao CHs e a banda de absorgdo em 780 Cm™  referente a deformacéo

angular C-H.
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Figura 39: Espectro de Infravermelho da 2 metil 1,4 Naftoquinona 1

Para os diferentes derivados dessa serie, foram observadas aabsorcdo na regido de
3.310 Cm™ - 3.350 Cm™, as quais sdo atribuidas as vibracdes de deformacdo axial de N-H ,
uma vez que as aminas secundarias mostram uma Unica banda fraca, entre 3.350 e 3310 Cm™
(SILVERSTEIN, 2007). Bandas de absorcdo na regido de 1.644Cm™ do estiramento das
carbonilas, 1.596 Cm™ da banda de estiramento do C=C, 1.492 Cm™ da absorcéo de
tiocarbonilados ligados a N. A confirmacdo da presenca do CH3 esta nas bandas de absorcéo
1.383,84 Cm™ e 1.450,78 Cm™, ja que a vibracéo de deformacio angular simétrica ( CHs)
ocorre proximo de 1.375 Cm™ | e a deformaco angular assimétrica ( CHs), proxima de 1.450
Cm™ e em torno de 2.980 Cm™. (SILVERSTEIN, 2007). Apesar disto, regido entre 1.383,84
Cm™ e 1.450,78 Cm™ e tida como uma regido de impresséo digital, de bandas fracas, n&o é

diagndstico, mas sim o fato de esta antes de 3.000Cm™.
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Figura 40: Estrutura quimica da Substancia 2f
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Figura 41: Espectro de Infravermelho da Substancia 2f

5.1.1.5 Anélises de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) da 2 metil 1,4
Naftoquinona e seu derivado:

Para os derivados da 2-metil-1,4 Naftoquinona 2, observa-se que o pico que aparece
num deslocamento quimico em 2,82 ppm correspondente aos hidrogénios Hg, hidrogénios
presentes no metil, e em 6,82 ppm o hidrogénio corresponde ao Hb, onde é possivel comparar
com o hidrogénio localizados na mesma posi¢do moléculas 1 e 1b,onde na molécula lesse
hidrogénio aparecia num deslocamento quimico em 6.97 ppm e na molécula 1bem tordo 5,69
ppm. A confirmacdo da substituicdo no carbono 2 do nucleo central da 1,4 naftoquinona,
muda o ambiente quimico dos demais atomos da molécula, e com isso apresentando esses
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diferentes picos referente aos hidrogénios adicionais a molécula com deslocamentos quimicos

préximos as posi¢do nas trés moléculas descritas anteriormente.
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Figura 42: Espectro de RMN de *H da2-metil-1,4- Naftoquinona 2

No espectro dos derivados da 2 metil 1,4 Naftoquinona é possivel observar o
desaparecimento do pico em 6,82 ppm, que caracteriza a presenca do hidrogénio Hb e o
aparecimento do pico em 8,80 ppm do hidrogénio Hh (N-H), ligado ao nitrogénio do
substituinte amino. Os hidrogénios Hj e Hk (NH;), aparecem em posi¢cOes diferentes por

serem rotameros.
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Figura 43: Espectro de RMN de 'H da substancia 2f

5.1.1.6 Analises de Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono (RMN 13C) da 2 metil 1,4
Naftoquinona e seu derivado:

No RMNZ=C da 2 metil 1,4 Naftoquinona, quando comparado ao da 1,4 Naftoquinona,
que é uma molécula totalmente simétrica, pode se observa que a inser¢cdo de um metil ao
carbono C2, alterou o deslocamento quimico de toda a molécula passando a ndo apresentar
mais faixas de deslocamento de carbonos na mesma posicdo. Caracteristica essa que também
foi observada nos derivados 2 amino 1,4 naftoquinona.

Na 2 metil 1,4 Naftoquinona, foi observado os picos com deslocamentos quimicos de
184,914 ppm, para o C1, 185,488 ppm, para o0 C4, e picos caracteristico da Naftoquinona que
correspondem as carbonilas, os carbonos C2 e C3 aparecem em 148,117 ppm e 135,624 ppm
respectivamente, aparecendo em ambientes quimicos diferentes quando comparadas a 1,4
Naftoquinonas, isso devido a presenca do carbono C11, com deslocamento quimico de 16,417
ppm, ligado ao carbono C2.
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Figura 44: Espectro de RMN de 3C da 2 metil 1,4 Naftoquinona

A confirmacdo de que ocorreu as substituicdo é a visualizacdo do aparecimento dos
picos referente a este substituinte, confirmando assim a obtenc&o dos diferentes derivados 2-

amino substituidos da 2-metil-1,4-naftoquinona, vistos na Fig. 31, a sequir.
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Figura 45: Espectro de RMN de 3C da substancia 2f

De acordo com esses dados, pode-se confirmar que a modificacBes estruturais das
Naftoquinona, le 2, para a obtencdo de seus diferentes derivados, foram realizadas com
sucesso.

Os deslocamentos quimicos observados para 0s compostos destas séries estdo de acordo
as suas estruturas e estas em consonancia com os dados da literatura de Robert M. Silverstein
et al, 2007.

5.2 NA OBTENCAO DE DERIVADOS DA ALDOXIMAS

Os derivados foram obtidos através de uma metodologiadescrita por J.-T. Li em 20086,
no qual foi realizado a condensacdo dos compostos carbonilicos cloridrato de hidroxilamina
em ultrassom. Trata-se de uma metodologia simples, barata e com pouco tempo reacional.
Inicialmente foi feita a solu¢do da hidroxilamina cloridrato em agua destilada e a solucéo do
aldeido correspondente em etanol. As duas solugdes foram misturadas em um tubo de ensaio e

colocadas no ultrassom. A reacdo foi acompanhada por CCD e ap0s o termino a reacdo foi
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rotaevaporada para tirar o etanol antes da extracdo com Diclorometano. Isso por que,
alcoolcom menos de 4 carbonos sdo misciveis em agua.

A purificacdo foi feita por recristalizacdo agua/etanol, inicialmente colocou-se o
produto e dgua sob agitacdo e aquecimento, ao atingir 60°C comecou a ser adicionado etanol
aos poucos até a solucgdo ficar limpida, sabe-se que o produto é soltivel em etanol e insoltvel
em agua, o etanol vai ficar miscivel na &gua e vai facilitar o solubilizacdo do produto, e
conforme a solucgéo for esfriando os cristais precipitam por serem insollveis naquela solucao
agua/etanol.

O procedimento reacional e a purificacdo foram realizados sem nenhuma dificuldades,
metodologia simples, rapida, econémica e de facil reproducdo, mas nenhum dos

intermediarios reacionais foram elucidados, (Figura46) a seguir.

: € R
. OH H OH
o/\ 5,,/ OH H/k/( CN’/ -
R y = R H

)L NH,OH.HCI )‘\

R
R H R H N N R H R H
k H/ \\OH " -
NH,OH H}/\

H,0

Figura 46: Proposta de mecanismo da sintese dos derivados aldoximas

5.3 NA OBTENCAO DE DERIVADOS DA CICLOADICAO DA 1,4 NAFTOQUINONA
COM ALDOXIMAS :

Os derivados foram obtidos através de uma metodologia semelhante a descrita por A.
Bargiotti em 2012, esse pesquisador descreveu uma reacdo entre a solucdo feita pela 1,4
Naftoquinona, trietilamina e hipoclorito de sédio a 15% a solucdo da oxima em
diclorometano que foi adicionado, gota a gota, a 0 "C, em agitacdo, durante 1,5 h. Essa
reacdo descrita foi adaptada jA& que a mesma ndo teve bons rendimentos utilizando o
hipoclorito de sddio. Esta adaptacdo foi no lugar do hipoclorito, onde este foi substituido por
uma solugédo do acido tricloro-isocianurico, utilizado por Rodrigues e Aguiar em 2001, na
sintese de ciclo adicdo para obtencdo de derivados isoxazolinas. Cunha em 2006, descreveu
que a solucdo do acido tricloro-isocianurico em agua ocorre a liberacdo de hipoclorito no
meio reacional. Com base na referéncia supra citadas, foi realizada conforme o descrito por
Bargiotti em 2012, com a troca do Hipoclorito por acido tricloro-isocianurico, em metodo
tradicional e a 0°C, que n&o reagiu, por isso se fez necessario variar determinados parametros

para termos sucesso na cicloadigdo. Repetiu-se a reacédo alterando a temperatura, que antes era
JANNIERES DARC DA SILVA
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0°C, para temperatura ambiente, aproximadamente 28°C, também ndo reagiu. Repetiu-se a
reacdo alterando do método convencional em chapa aquecedora e agitacdo para ultrassom
temperatura ambiente aproximadamente 30°C, isso devido ao leve aguecimento da agua
devido a sonicagdo, ndo reagiu. Repetiu-se novamente a reacdo pelo método convencional
alterando dessa vez o solvente, antes utilizava o diclorometano (Peb. 40°C) para Cloroformio
(Peb. 61°C), para efetuar a reagdo com aquecimento. A reacdo entdo foi aquecida a 50°C e
reagiu, a CCD apresentou um novo ponto e diferente dos reagentes utilizados, onde a reacéo
ficou por 24h, nesta temperatura e ndo apresentou alteracdo desse ponto formado. Utilizando
cloroférmio, como solvente, repetiu-se a reagdo em ultrassom, a temperatura de 60°C,
temperatura de aquecimento do aparelho de ultrassom que é de 60°C, podendo ter um leve
aquecimento adicional, a sonicacdo, onde ficou reagindo por 2:30h ( a reacdo era
acompanhada a cada 30 mim por CCD), mas ainda neste tempo reacional restava um pouco
de reagente visto pela CCD, onde aparecia um ponto claro que caracterizava ainda presenga
de reagentes. Para ver se a reagdo se processava por completo foi acrescentado mais 30 mim
de reacdo, mas o produto se degradou, por isso de que a reacdo foi preservada como tempo
reacional de 2:30h. O mesmo procedimento realizado em ultrassom foi refeito em Micro-
ondas em condic¢des de temperatura 80°C e poténcia de 100W, a reacdo procedeu da mesma
forma que aconteceu em Ultrassom em um tempo de 2:30 h, nas primeira 2h estava sendo
feita uma CCD a cada 30 mim, apds isso a cada 15 mim, a reacdo apresentou as mesmas
caracteristicas das que foram vistas em ultrassom. Por ndo apresentar diferenca entre a sintese
em ultrassom e micro-ondas, nestas condicbes, as demais reacdes foram realizadas em
ultrassom.

A purificacdo foi feita por recristalizacdo e placa preparativa cromatografica. Os
produtos apresentavam na CCD um ponto na base, local de aplicacdo, um araste da base ao
ponto, e ainda a presenca dos resquicios de reagentes. O processo de recristalizacdo foi
realizado com a mistura de dois solventes, mas ndo foi obtido sucesso. Para realizacdo da
purificacdo dessas substancias por placa preparativa, apresentaram algumas dificuldades, alem
do arraste, produtos e reagentes, estavam juntos em uma mesma mancha, s6 foi possivel
separar a impureza da base, ap0s a segunda placa preparativa foi possivel separar o ponto do
produto, que foi armazenado em geladeira. Deve-se tomar cuidado, por que tempo de
exposicdo desse produto a temperatura ambiente e a luz pode favorecer a sua degradacéo.
Apbs o solvente ser rota evaporado, o produto foi secado ainda sob vacuo, mesmo assim foi

possivel observar que em algumas partes do baldo o produto estava mudando da coloragdo
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bord6 para um preto, foi feita outra CCD e observou-se ndo so a presenca do produto, mas
também dos reagentes e decomposicdes.

O principal problema enfrentado nesta fase foi, a instabilidade apresentada pelo
composto, dificultado a sua purificacdo e requerendo uma maior atencdo e cuidado durante a

sua preparac¢ao, manuseio e armazenamento.

5.3.1 Anélises de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) do derivado
da cicloadicéo da 1,4 Naftoquinona com aldoximas:
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Figura 47: Espectro de RMN de 'H do derivado da cicloadi¢do da 1,4 Naftoquinona com aldoximas
4b

No espectro dos derivados da cicloadicdo da 1,4 Naftoquinona com aldoximas é
possivel observar o desaparecimento dos picos em 6,97 ppm, que caracteriza a presenca do
hidrogénio Ha, Hb em dubletos, (Figura 34), e o aparecimento dos picos correspondentes aos

hidrogénios do substituinte.
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5.4 OBTENCAO DE DERIVADOS DA 1,4-ACETILACAO-2-ACETOXILACAO DAS
NAFTOQUINONAS:

Os derivados foram obtidos através de uma metodologia simples, barata e com pouco
tempo reacional. Trata-se de uma reacgdo de acetoxilacdo entre a Naftoquinona e o anidrido
acético catalisado por acido Sulfdrico. Inicialmente a Naftoquinona foi solubilizada em
anidrido acético e posteriormente foi adicionado o H,SO4como catalisador, a reacdo foi
mantida sob agitacdo e aquecimento a temperatura de 70°C, durante aproximadamente 7 horas
de reacdo e foi acompanhada por CCD. Apos este tempo reacional e confirmado por CCD que
a reacao estava concluida, foi realizada a neutralizacdo, acompanhada por fita de pH, com
uma solucéo de hidroxido de sodio a 50%. Depois da neutralizacéo foi realizada extragdo com

Cloroférmio, secado com sal de sulfato e depois rota evaporado.
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5.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS DERIVADOS DA
NAFTOQUINONA

Apos a obtencéo dos derivados da Naftoquinona, purificados e elucidados, estes foram
submetidos a analise de suas atividades bioldgicas. Os testes realizados foram; determinacao
da atividade antitumoral, bem como, avaliacdo da atividade antibacteriana.

A modificacdo estrutural da Naftoquinona, com diferentes substituintes amino
alquilados purificados e elucidados, foram a maioria das moléculas inéditas (sendo 5 inéditas
e 4 ndo inéditas), para a obtencdo de derivados da cicloadicdo com aldoximas, 3 foram
inéditas mas uma purificada, elucidada e inédita, mas, aquelas nao inéditas, todas elas foram
sintetizadas com metodologia diferente das normalmente vistas na literatura, e quanto aos
ensaios bioldgicos que os mesmos foram submetidos ndo séo relatados na literatura.

A maioria das publicacbes a cerca das atividades bioldgicas de derivados da
Naftoquinona, sdo em sua maioria em derivados do Lapachol, alfa-lapachona, benta-
lapachona e lausona (2-hidroxi-1,4-Naftoquinona). Desta forma as andlises realizadas neste
estudo servirdo para enriquecer ainda mais as informacdes sobre este farmaco, possibilitando
tracar um melhor perfil farmacoldgico sobre Naftoquinonas e mais precisamente dos seus

novos derivados 2-Amino-1,4-Naftoquinanas.
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5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS DERIVADOS
DA NAFTOQUINONA

Atualmente a terapia antimicrobiana torna-se um desafio, devido ao uso abusivo dos
agentes antibacterianos, acarretando no desenvolvimento de resisténcia de diversos micro-
organismos. Segundo Andrea Massunari 2007, mortes associadas a infec¢fes bacterianas
variam de 12% a 81% no mundo, dependendo das condicOes e particularidades dos tipos de
pacientes e tratamentos utilizados, observando-se que a elevacao das taxas de mortalidade esta
associada, fundamentalmente, ao aumento do espectro de resisténcia dos patdgenos.

Devido a esses fatores a pesquisa por novos agentes antimicrobianos, torna-se uma
questdo de urgéncia médica. Desde a introducdo dos antimicrobianos naturais como as
penicilinas, bem como os semi-sintéticos, em meados do século XX, a crescente ineficcia
dessas drogas sobre os micro-organismos mais resistentes se tornou um desafio de saude
publica (TRABULSI; 2002).

Cerca de 50% a 87% das infeccBes hospitalares, tém como agente responsavel o
Staphylococcus aureus, sendo que em 16% a 43% dos casos 0s pacientes evoluem para o
Obito em funcdo do amplo espectro de resisténcia deste microrganismo (MASUNARI; 2005).
Devido a natureza mais complexa, as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a acao de
antibidticos, que ndo sdo capazes de cruzar efetivamente esta barreira lipidica. Para ter acesso
a célula bacteriana, os antibidticos devem cruzar a parede celular através de canais proteicos
de purina, embebidos na estrutura lipidica, que apresentam o interior com caracteristicas
hidrofilicas. Assim, antibiéticos com maior atividade frente a bactérias Gram negativas sdo
aqueles que apresentam grupos ionizaveis em suas estruturas quimicas, justamente para
favorecer esta invaséo celular na bactéria (GUIMARAES et al.,2010).

Inserido neste contexto, o numero de pesquisas que exploram novos agentes
antimicrobianos torna-se cada vez mais crescente, e grupos farmacoféricos como o nucleo
Naftoquinénico tem sido um deles. A descoberta de propriedades tdo nobres a respeito de
Naftoquinonas naturais e seus derivados sintéticos impulsionaram a busca por novas
estruturas que apresentassem atividades biologicas mais seletivas a estes males (BARBOSA
etal., 2005).

Dentro deste contexto a nova série de derivados da Naftoquinona foi avaliada, quanto

sua acao antimicrobiana.
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5.6.1 Metodologia da Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana dos Derivados da
Naftoquinona

Para a andlise da atividade antimicrobiana dos derivados da Naftoquinona, foram
utilizados o método de difusdo em discos de papel.

5.6.1.1 Método de difusdo em discos de papel

Neste método, os discos contendo concentracdes 50pL dos compostos sintetizados em
Dimetilsulfoxido (DMSO) , veiculo, foram colocados na superficie de uma placa de &gar,
onde uma suspensao padronizada dos micro-organismos em teste foi inoculada.As suspensoes
dos micro-organismos testes foram padronizadas através da escala de McFarland com
turbidez correspondente a 0,5, equivalente a 1 a 2 x10° unidades formadoras de colénias por
mililitros (UFC/mL).

Discos de papel contendo apenas o solvente DMSO foram utilizados como controles
negativos. As placas foram levadas a estufa durante 24h e 48h a temperatura de 30°C e 37°C e
apos o periodo de incubacdo mediram-se os halos de inibicdo em milimetros (mm). O halo de
inibicdo serd considerado a area sem crescimento detectvel a olho nu. A zona média de
inibicdo (ZMI) para 1,4 Naftoquinonae 2-metil-1,4 Naftoquinona foi utilizada como valor de
referéncia, como controle positivo. Os experimentos foram realizados em triplicata, e

repetidos se os resultados apresentassem alguma divergéncia (BAUER AW; 1966).
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5.6.2 Resultados e Discussao

A andlise dos diferentes compostos obtidos frente a micro-organismos em teste de
determinacdo da ZMlI, onde foram obtidos os seguintes resultados na (Tabela 1).

Tabela 1. Determinacdo da ZMl, dos derivados sintetizados
ZONA DE INIBICAO (mm)

CEPAS 02 86 224 416 699 1007
SUBSTANCIAS

1 35; 37 42,37 16;17 13;11 35;34 20 ; 26
la 20;21 21;21 18;11 --;-- 18;22 18;20
1b 19; -- 17;18 - - - - - - 16; 24
1c 20; 20 18;9 12 ;22
1d 18;14
le 13;15 13;15 19;24
2 55;53 45 ; 45 --;-- 60;56 30;31
2C 12;13 14; 14 - - - - 11;13 16 ; 17
2d 28 ; 24 28 ; 30 -;-- 33;30 12 ;13
2e 18 ;18 14; 14 - - - - 11;17
2f 11; -- - - 10; -- - - 18 ;23
4a 18 ;19 15; 17 - - -;--  13;13 15;15
CONTROLE  —eomeeeeeee S P

Tabela 1. Os valores representam os Halos de inibicdo (mm) do crescimento dos micro-organismos comparados
aos seus controles positivo 1,4-Naftoquinona (1) e 2-metil-1,4-Naftoquinona (2) , e negativo DMSO.

CEPAS MICRO-ORGANISMOS

02 Stafhylococcus aureus B. Gran +
86 Bacillus subtilis B. Gran +
224 Escherichia coli B. Gran -
416 Pseudomonas aeruginosa B. Gran -
699 Stafhylococcus aureus OSAR B. Gran +
1007 Candida albicans Fungo

Tomando como padrdes a substancia 1 (1,4 Naftoquinona) e substancia 2 (3 metil 1,4
Naftoquinona), observa-se que os compostos sintetizados mostraram-se bastante ativos. As
substéncias 1a, 1b, 1c, 1e, 2c, 2d, 2e e 4a, mostraram-se ativas para bactérias Gram positivas
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Stafhylococcus aureus eBacillus subtilis além do fungo Candida albicans, fungoo qual todas
as cepas, com excessao da 2d apresentaram atividade, porém essa atividade é menor que a do
prototipo. As substancia 1a, 2dmostraram atividade frente a bactéria resistente Stafhylococcus
aureus OSAR, porém menor que o padrdo. A substancia la mostrou-se ativa em bactérias

Gram positivas e bactérias Gram negativas, assim como no fungo testado.

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICANCER DOS DERIVADOS DA
NAFTOQUINONA

O céncer é um conjunto complexo de doencas genéticas distintas, unidas por
caracteristicas comuns, como potencial proliferativo ilimitado, autossuficiéncia nos sinais de
crescimento e resisténcia aos sinais antiproliferativos e apoptéticos (LUO, SOLIMINI,
ELLEDGE, 2009).

Considerado como a segunda causa de morte no mundo, o cancer ganha relevancia
pelo perfil epidemioldgico que vem apresentando. Assim, a Organizacdo mundial de saude
(OMS) estimou para o ano de 2030 a ocorréncia de 27 milhdes de novos casos, com 17
milhGes de mortes. No entanto, anualmente séo registrados 75 milhdes de pessoas vivas com
cancer, onde os paises mais afetados sdo os de baixa e média renda (INCA, 2012).

O combate ao cancer envolve a descoberta dos processos bioquimicos que levam a
célula a se modificar e se tornar neoplasica, assim como as formas de induzir esta célula a
sofrer morte celular. O processo de morte celular tem um papel fundamental no tratamento de
varias doencas, pois é através da modulacdo das vias de morte que varios farmacos
promissores estdo sendo desenvolvidos para doengas como o cancer, doenca isquémica e
doenca neurodegenerativa. Os mecanismos complexos que controlam a morte celular estdo
sendo melhor compreendidos, o0 que torna cada vez mais evidente que diferentes vias de morte
celular ttm um papel critico em mdltiplas doencas, inclusive o cancer (KEPP, 2011).

A maioria dos quimioterapicos usados na terapéutica foi selecionada por sua
capacidade de controlar a proliferacdo celular( DE ALMEIDA et al , 2005). Entretanto,
recentemente, foram identificados farmacos com atividade especifica contra alguns
mecanismos metabolicos da célula tumoral.

A atividade citotdxica dos compostos Naftoquindnicos € descrita por diferentes

mecanismos, sabe-se que parte do mecanismo envolve a geracdo de espécies reativas de
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oxigénio (EROs) induzidas pela biorredugcdo do ndcleo quindnico por enzimas especificas e
oxigénio (BENITES et al., 2008). Algumas quinonas atuam no processo de inibicdo das
topoisomerases, afetando  diretamente o  “complexo”  topoisomerase-DNA e,
conseqiientemente, induzindo a apoptose ( PLYTA, 2003).

Constantes pesquisas na industria farmacéutica visam obter drogas cada vez mais
especificas e com menos efeitos deletérios sobre o corpo. Neste contexto, a modificagdo
molecular surge como uma importante ferramenta para elaboragdo de novos candidatos a
farmacos antitumorais, visando a diminuicdo de resisténcia e inibicdo significativa do
crescimento do tumor.

Levando em consideracdo a necessidade mundial por novos agentes antitumorais foi
realizada a investigacdo do potencial antitumoral destas novas séries de derivados da

Naftoquinona.

5.7.1 Citotoxicidade in vitro dos Derivados da Naftoquinona.

Para o0 estudo em questdo, as linhagens tumorais utilizadas, HL-60 (Leucemia
promielocitica),HEP2 (carcinoma laringeo humano), MCF-7 (Adenocarcinoma) e NCI H-292
(cancer de pulmédo— humano), foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo
sido cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10 % de soro fetal
bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO..
As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril e testadas na concentracdo de 25 pg/mL
para substancias puras e 50 pug/mL para extratos ou fragdes.

A avaliagdo dos efeitos citotoxicos dos derivados da Naftoquinona foi realizado
através do teste do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium). Este
teste se baseia na capacidade da enzima do ciclo de Krebs succinato desidrogenase ativa nas
mitocondrias de células viaveis em converter o sal tetrazolium MTT que é hidrossoluvel e de
cor amarelada, em cristais de formazan, que s&o de cor parpura.

Analise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (SKEHAN, 1990). E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrita
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar a viabilidade e o estado

metabdlico da célula. E uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal tetrazolium
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(MTT) em azul de formazan. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acdo (MOSSMAN,1983).

As células tumorais (HL60, NCI-H292, HEP-2 e MCF-7) foram semeadas (2 x 10°
células x poco™) em placas de 96 pocos. Em seguida as substancias previamente dissolvidas
em DMSO, foram diluidas em série no meio DMEM para obtencdo das concentragdes (0,039
- 25ug/mL™) e adicionadas em placas de 96 pocos (100 pL. Pogo™). A beta Lapachona, assim
como o0s prototipos, 1,4 Naftoquinona e 3Metil 1,4 Naftoquinona foram utilizadas como
padrdo. Apos 72h de contato das células com os compostos. O sobrenadante foi aspirado e
adicionados 150 pL de solucdo de MTT (Sigma-Aldrich®) na concentracdo de 5 mg.mL™. As
placas foram deixadas por 3 horas
em estufa 37 °C e ao final desse periodo, 150 uL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para a
dissolucdo dos cristais de Formazan. A absorbancia foi lida ap6s dissolucdo do precipitado
com 100 uL de DMSO puro em espectrofotdbmetro de placa a 595nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos desvio no
programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico das
amostras testadas. Amostras sem atividade (1 a 20% de inibi¢do), com pouca atividade
(inibicdo de crescimento celular variando de 20 a 50%), com atividade moderada (inibi¢do de
crescimento celular variando de 50 a 70%) e com muita atividade (inibigdo de crescimento
variando de 70 a 100%).
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5.7.2Resultados e Discussao

A atividade antiproliferativa dos derivados da Naftoquindnicos realizada através do
teste do MTT estd representada na tabela 2. De acordo com os dados obtidos noteste de
inibicdo do crescimento celular em concentragéo Unica de 25ug/mL, em 72 horas,o0s derivados
apresentaram de moderada a muita atividade, pois demonstraram uma variacéo percentual de
65% a 100% para a linhagem MCF-7 , de 74% a 100% para a linhagem NCI-H-292, de 65% a
100% para a linhagem HL-60 e uma variagdo de 93,75% para a linhagem HEP-2. Com
destaque para as substancias la ,1b, 1c, 1d e 2d, que apresentaram o melhor resultado.

Tabela 2 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%)

MCF-7 NCI-H-292 HL-60 HEP-2
Amostra  Média DP Média DP Média DP Média DP
1C% IC% 1IC% 1C%

B-Lap 96,65 0,38 96,22 4,45 100 0 95,93 1,64
1 66,91 0,18 95,08 0,58 96,09 1,17 93,94 0,28
12 100 0 100 0 100 0 NT
1b 79,17 8,03 74,81 3,61 100 0 44,89 16,58
1c 85,12 1,2 89,41 11,87 100 0 23,3 7,16
id 65,28 8,55 31,21 1,57 99,26 0,82 0 0
le 8,93 3,9 13,87 2,43 2,07 0,94 16,92 10,76
2 68,99 0,27 97,52 0 98,03 0,04 94,23 0,57
2c 43,59 0,45 29,42 16,64 65,75 2,16 10,38 3,84
2d 73,44 0,54 99,62 1,59 100 0,13 93,75 4,9
2e 17,64 3,17 29,5 2,26 6,57 0,76 20,57 0,57
2f 51,71 0 48,17 3,88 41,03 29,92 24,25 17,19

Tabela 2 - Percentual de inibic8o do crescimento celular (IC%) das amostras em quatro linhagens tumorais

testadas na dose Unica de 25 pg/mL.
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Apos analise do percentual de inibi¢do do crescimento celular (IC%) das mostras em
dose Unica de 25 pg/mL, tendo em vista o excelente resultado de algumas substancias, essas
foram submetidas a analise do percentual do crescimento celular (IC50%). Este teste foi feito
com as amostras que apresentarampercentual de inibicdo de crescimento acima de 70% |,
visando verificar qual a concentragdo em pg/mL que inibe 50% do crescimento celular. O
NCI (Instituto Nacional do cancer) preconiza que as moléculas puras para serem consideradas
promissoras precisam apresentar a concentracdo que inibe 50% do crescimento celular seja
abaixo de 4,0ug/mL. Os resultados apareceram como ambiguos no programa estatistico
utilizado (Prisma), o programa considera 0s parametros muito amplos (diferentes) e ele ndo
consegue analisar bem os dados. Por conta da ambiguidade apresentada os testes deverao ser

repetidos.
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6. Parte Experimental

6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram conduzidas em placas de Silica
Gel 60 F254 da MERCK de 0,25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi realizada através

de radiagdo de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.

6. 1. 2 Pontos de Fusao

Os pontos de fusdo foram medidos no equipamento digital FISATON® 431D

6. 1. 3 Espectroscopias de IV, RMN *H e RMN *C

Os espectros no IV moram obtidos em espectrofotdometro BRUKER IFS-66, em discos
de KBr. Alguns espectros de RMN *H e **C foram obtidos no equipamento UNITY plus-300
MHz-VARIAN e outros no UNMRS-400 MHz-VARIAN, utilizando-se DMSO-dg como
solvente. Os deslocamentos quimicos (8) foram reportados em ppm, utilizando
tetrametilsilano como referéncia interna. As constantes de acoplamento foram indicadas em
Hz, e as multiplicidades dos sinais foram designadas da seguinte forma: s — singleto, d —

dubleto, dd — duplo dubleto, t — tripleto, m — multipleto.
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6. 1. 4 Equipamentos

e Bomba de vacuo TECNAL TE 058;

e Estufa;

e Evaporador rotativo;

e Placas de agitacdo e aquecimento FISOTON 752 A;
e Vidraria geral,

e Capela com exaustéo;

e Balanca analitica BEL 220;

e Balanca semi-analitica BEL Marc 500 C;

e Fusidmetro FISATON® 431D;

e Ultrassom UNIQUE® USC 1400-A,

e Microondas
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6. 1. 5 Reagentes e Solventes

e 1,4 Naftoquinona; e Acetato de Etila

e 2-Metil-1,4 Naftoquinona; e Ciclohexano

e Ciclohexilamina e Agua Destilada

e 2 etil morfolina e Metanol

e 3 propilmorfolino e Etanol

e Procainamina e Dimetilsulféxido (DMSO)

e Piperazina e Meio de cultura Aga Nutritivo
e Furfuriamina e Meio de cultura sabouraud

e Br-Anilina e Timidina Tritiada

e Semicarbazida e Soro Bovino Fetal

e Tiossemicarbazida

e Feniltiossecarbazida

e Tiodreia

e Tioacetamida

e Aminoacido Cisteina

e Hidroxilamina Cloridrato

e 4Br Benzaldeido

e ACIl Bezaldeido

e Furaldeido

e 5 Nitro 2 Furaldeido

e Tiofenocarboxialdeido

e 5 Nitro 2 Tiofenocarboxialdeido
e Acido Tricloro-Isociantrico
e Trietilamina

e Hidroxido de potassio

e Acido Sulfurico

e Acido Citrico

e Anidrido Acético

e Diclorometano

e Cloroférmio
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6.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.2. 1 Sintese e Caracterizacao estrutural

Composto la: 2-N-ciclohexilamina-1,4-Naftoquinona

o)
H,N
+ Metanol 3
TA 1h
0

Esquema 7:Sintese da 2-N-ciclohexilamina-1,4-Naftoquinona

ZT

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1,25 mmols do reagente ciclohexilamina, adquirido comercialmente, o
solvente utilizado foi Metanol (10ml). Esta mistura foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente porl hora. A reacdo foi acompanhada por CCD. Apds o termino
da reacdo, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, com posterior adi¢do de
agua para a precipitacdo do produto, obtendo assim produto na forma de cristal

vermelho escuro.
Caracterizacao

e F.M: CyHi7NO,

e P.M: 255,13g/mol

e Solido vermelho escuro; Rendimento: 73%; Rf: 0,60 (8:2 Ciclohexano /
Acetona)

e P.F:104-105°C

e 1V:2.933,56 Cm™ (CH,), 2.956,71 Cm™ (CH,),1.672,21 (C=0) , 1.597,23 Cm™
(C-Carom.), 1.453,79 Cm™ (CH,), 974,83 Cm™ (C-Naxial)
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e RMN !H: 5732 ppm (1H,s,H3), 7.120 ppm (1H,d,Hs, J=7,9Hz), 7.713 ppm
(1H,t,H;, J=7,6Hz e 7,2HZz), 7,657ppm (1H,t,Hg, J=7,6Hz e 7,9HZz), 7.547ppm
(1H,d,Hy, J=6,4Hz), 1.867ppm (1H,m,Hy1), 1.697ppm (2H,m,H;2), 1.356ppm
(2H,m,Hz), 1.110ppm (2H,m,Hy), 1.229ppm  (2H,m,H;s), 1.583ppm
(2H,m,H¢), 2.933ppm(1H,s,N-H)

e RMN2C: (C1) 181. 756 ppm, (C2) 147. 32 ppm, (C3) 99.424 ppm, (C4)
181.353 ppm, (C5) 130.328 ppm, (C6) 125. 913 ppm, (C7) 134. 866 ppm, (C8)
134.866 ppm, (C9) 126.579 ppm, (C10)132.156 ppm, (C11) 31.058 ppm, (C12)
30.399 ppm, (C13) 24.567 ppm, (C14) 23.770 ppm, (C15) 24.459 ppm, (C16)
25.125 ppm.

Composto 1b: 2-N- (2- morfolina-propilamina)-1,4-Naftoquinona

(0] (0]
H
HZN\/\ N\/\
N N
N /\ _ Metanol /\
k/ TA 18h
o o
o o}

Esquema 8:Sintese da 2-N- (2- morfolina-propilamina)-1,4-Naftoquinona

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1,25 mmols do reagente 2 amino etil Morfolino, adquirido comercialmente,
o solvente utilizado foi Metanol(10ml). A esta mistura foi deixanda sob agitacdo a
temperatura ambiente por 18 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD. Apds o
termino da reacdo, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, com posterior
adicdo de agua para a precipitacdo do produto, obtendo assim produto na forma de

cristal vermelho claro.

Caracterizacao

e F.M: CigH1gsN,03
e P.M: 286,13

e Solido vermelho claro; Rendimento:68 %; Rf: 0,51 (6:4 Ciclohexano/Acetona)
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e P.F:124-125°C

e IV:1.070 Cm™(C-N), 2.968,09 Cm™(CH,), 2.847,7 Cm™(CH,), 1.267 Cm™ (
C-0-C), 1.070 Cm™* ( C-0-C), 1.672,1Cm™(C=0), 1.605,85Cm™ (C=0),
1.570,99 Cm™ (C=Carom) € 1519,97 Cm™ (C=Carom).

e RMN *H: 5.695ppm (1H,s,H3), 7.928ppm (1H,d,Hs, J=7,6Hz), 7.816ppm
(1H,t,H;, J=7,2Hz), 7.713ppm (1H,tHs, J=7,2Hz), 7.963ppm (1H,d,Hs,
J=7,6Hz), 3.874ppm (2H,m,H1;), 3.267ppm (4H,t, J= 6.4Hz, His e His),
2.553ppm (6H, t, J=5,9Hz, Hi, , Hi3 e Hyg), 2.500ppm (1H,s,N-H)

e RMN BC: (C1) 181.939 ppm, (C2) 148.75ppm, (C3) 100.071 ppm, (C4)
181.79 ppm, (C5) 130.758 ppm, (C6) 125.816 ppm, (C7) 133.60 ppm, (C8)
135.350 ppm, (C9) 126.358 ppm, (C10)132.65 ppm, (C11) 55.761 ppm, (C12)
40.567 ppm, (C13) 53.507 ppm, (C14) 66.666 ppm, (C15) 66.66 ppm, (C16)
53.507 ppm.

Composto 1c: 2-N-(3-morfolina-propilamina)-1,4-Naftoquinona

N
o ~_ "
+ (\ Metanol )
HoN \/\/N TA 24h

Esquema 9:Sintese da : 2-N-(3-morfolina-propilamina)-1,4-Naftoquinona

Em balédo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1,25 mmols do reagente 3 amino Propil Morfolina, adquirido
comercialmente, o solvente utilizado foi Metanol (10ml). A esta mistura foi deixanda
sob agitacédo a temperatura ambiente por 24 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD.
Apos o termino da reagdo, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, com
posterior adicdo de &gua para a precipitacdo do produto, obtendo assim produto na

forma de cristal vermelho alaranjado.

Caracterizacao
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e F.M: Cy7H2N,03

e P.M: 300,15

e Solido vermelho alaranjado; Rendimento: 74%; Rf.0,55 (6:4 Ciclohexano /
Acetona)

e P.F:133-135°C

e 1V:3.032,3Cm™ (CHarom), 2.967,78 Cm™e 2.940,57 Cm™ (C-H), 2.861 Cm™
e 2.809,76 Cm™ (CH,), 1681,56 Cm™ e 1630,54 Cm™ (C=0), 1597,20 Cm™ e
1567,40 Cm™ (C-Carom), 972,24Cm™ (C-Naxial)

e RMN !H: RMN !H: 5678 ppm (1H,s,H3), 7.921ppm (1H,d,H6, J=7,9Hz),
7.807ppm (1H,tH7, J=7,6Hz), 7.700 ppm (1H,tH8, J=7,6Hz), 7.965ppm
(1H,d,H9, J=7,9Hz), 2.370 ppm (2H,m,H11), 1.733 ppm (2H,m, H12),3,217ppm
(6H, t, J=5,9Hz, H13e H17), 3.625 ppm (4H.,t, J=3,9, H15 e H16), 2.495
(1H,s,N-H).

e RMN 13C: (Cl) 181.624 ppm, (C2) 148.676 ppm, (C3) 99.208 ppm, (C4)
181.237 ppm, (C5) 130.390 ppm, (C6) 125.355 ppm, (C7) 132.132 ppm, (C8)
134.859 ppm, (C9) 125.921ppm, (C10)133.263 ppm, (C11) 56.307 ppm, (C12)
23.715 ppm, (C13) 41.142 ppm, (C14) 53.348 ppm, (C15) 66.159 ppm, (C16)
66.159 ppm, (C17) 53.348 ppm.

Composto 1d: 2-N-procainamina-1,4-Naftoquinona

e 0 0
o l/ y
N N
HoN N NN 7
TA 60h
o

o

Esquema 10:Sintese da : 2-N-procainamina-1,4-Naftoquinona

Em baldo de fundo redondo com capa capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente, solubilizado em
metanol. Em seguida foi adicionado 1,25 mmols do reagente Procainamina, adquirido
comercialmente, também solubilizado em Metanol (10ml) com 2eq de KOH. Esta
mistura foi deixanda sob agitacdo a temperatura ambiente por 38 horas. A reacdo foi

acompanhada por CCD. Apdés o termino da reacdo, o produto foi evaporado para a
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retirada do solvente, com posterior adi¢do de acido citrico para a neutralizagdo do meio
e precipitacdo do produto, que foi filtrado e lavada em funil sinterizado.obtendo assim

produto na forma de cristal bordo

Caracterizacéo

F.M: C3H25N30;3

e P.M:391,19

e Sélido Bordo; Rendimento:56 %; Rf: 0,40 (7:3 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:195-196°C

e 1V:3.068,8 Cm™ (C-Hawom), 2922,6 Cm™ (CH,), 1.644,81 Cm™ (C=0), 1.592
Cm™ e1.522 Cm™ (C-Carom), 1262,87 Cm™ (C-Harom), 1,522 Cm™ (Amida)

e RMN !H: 6.351 ppm (1H,s,H3), 7.851ppm (1H,d,H6, J=3,6Hz), 7.723ppm
(1H,t,H7, J=6,6Hz e 6,9Hz), 7.746 ppm (1H,tH8, J=6,9Hz), 7.881 ppm
(1H,d,H9, J=3,6Hz), 7.504 ppm (2H,d,H12, H16, J=3Hz), 7.553 ppm (2H,d,
H13 e H15, J=3Hz), 2.500 ppm (2H, t, J=1,8Hz, H18), 1.191 ppm (2H, t,
J=6,9Hz, H19), 2.503 ppm (4H, q, J=1,8Hz, H20 e H23) 1.218 ppm (6H, t,
J=7,2Hz, H21 e H22), 1.907 ppm (1H,s,Ha), 2.883 (1H,s, Hb).

e RMN 1C: (C1) 179.985 ppm, (C2) 134.541 ppm, (C3) 112.548 ppm, (C4)

179.978 ppm, (C5) 125.269 ppm, (C6) 126.164 ppm, (C7) 132.028 ppm, (C8)

132.779 ppm, (C9) 126.955 ppm, (C10)127.828 ppm, (C11l) 133.760 ppm,

(C12) 126.112 ppm, (C13) 130.986 ppm, (C14) 133.928 ppm, (C15) 128.901

ppm, (C16) 125.591 ppm, (C17) 136.565 ppm. (C18) 50.321 ppm, (C19) 46.796

ppm,(C20) 34.664 ppm, (C21) 8.502 ppm (C22) 8.502 (C23) 34.664 ppm

Composto le: 2-N- (2- piperazina-etilamina)-1,4-Naftoquinona
O (0]

H,N
2 \/\ \/\N
+ N Metanol
TA 36h
K/NH K/NH

o
Esquema 11:Sintese da 2-N- (2- piperazina-etilamina)-1,4-Naftoquinona
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 1,25 mmols do reagente 2 aminoetil piperazina, adquirido comercialmente, o
solvente utilizado foi Metanol (10ml). A esta mistura foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24 horas. Apos o termino da reacdo, o produto foi evaporado
para a retirada do solvente, com posterior adi¢do de &gua para a precipitacdo do produto,
obtendo assim produto na forma de cristal laranja escuro.

Caracterizacao

e F.M: CyH19N30;

e P.M: 285,15

e Solido laranja escuro; Rendimento: 59%; Rf: 0,57 (7:3 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:187-188°C

e IV: 29203 Cm* e 28494 Cm?* (CH,), 1.671,45 Cm™* (C=0),
1.642,34(C=Caiceno), 1.605,39 Cm™ (N-H), 1.570,35 Cm™ (C=Carom), 1.305,10
Cm™ (C-N)

e RMN 'H: RMN *H: 5.739 ppm (1H,s,H3), 8.034ppm (1H,d,H6, J=7,6Hz),
7.665ppm (1H,t,H7, J=7,2Hz), 7.718 ppm (1H,tH8, J=7,6Hz), 8.810 ppm
(1H,d,H9, J=7,6Hz),3.567 ppm (6H,m,H11, H15 e H16), 0,878 ppm (2H,m,
H12), 2.773 ppm (6H, t, J=5,56Hz, H13, H14 e H17), 2.096 ppm (1H,s,Ha),
2.690 (1H,s, Hb).

Composto 2c: 2-N-(3- morfolina-propilamina)-3-metil-1,4-Naftoquinona

o o) K\o
CH, /AO H\/\/ N \)
“ ' HZN\/\/N\) !\rAAetgzgl “

Esquema 12:Sintese da 2-N-(3- morfolina-propilamina)-3-metil-1,4-Naftoquinona

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1

mmols do reagente 2 metil 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida
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foi adicionado 1,25 mmols do reagente 3 amino Propil Morfolina, adquirido
comercialmente, o solvente utilizado foi Metanol (10ml). A esta mistura foi deixanda
sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. Apos o termino da reacdo, o produto
foi evaporado para a retirada do solvente, com posterior adicdo de agua para a

precipitacdo do produto, obtendo assim produto na forma de cristal alaranjado.

Caracterizacao

F.M: C13H22N203

e P.M: 314,16

e Solido Alaranjado; Rendimento:63%; Rf: 0,48 (7:3 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:99-100°C

e 1V:2962 Cm* 2872 Cm? (C-Hyetr), 2.823,6 Cm™ (CH,), 1.677,02 Cm™
(C=0), 1.601,48Cm™ (N-H), 1564,54 Cm™ (C=C), 1.305,19 Cm™ (C-N),
1.284,29 Cm™ (C-Harom), 1.265,74 Cm™ (C-O-C), 1.091,90 Cm™ (C-Cacano)

e RMN H: RMN 1H: 7.982 ppm (1H,d,H6, J=7,2 Hz),7.661 ppm (1H,d,H7,
J=7,6Hz), 7.560ppm (1H,tH8, J=7,6Hz), 8.072 ppm (1H,d,H9, J=7,2Hz),
3.807ppm (2H,m,H11),1.057 ppm (2H,m,H12), 1.817 ppm (6H,t, H13, H14 e
H17, J=5,9 Hz),3,688ppm (4H, t, J=5,56Hz, H15e H16), 2.509 ppm (1H, s, N-
H)

e RMN 13C: (C1) 183.489 ppm, (C2) 146.668 ppm, (C3) 130.434 ppm, (C4)

182.575 ppm, (C5) 133.64 ppm, (C6) 125.888 ppm, (C7) 131.072 ppm, (C8)

133.897 ppm, (C9) 126.097 ppm, (C10)134.183 ppm, (C11) 57.056 ppm, (C12)

26.385 ppm, (C13) 44.888 ppm, (C14) 53.795 ppm, (C15) 66.621 ppm, (C16)

66.121 ppm, (C17) 53.795 ppm. (C18) 11.344 ppm.

Composto 2d: 2-N-procainamina-3-metil-1,4-Naftoquinona

[e]
(o]

o o l/
CHs ( H
N N
HoN /\/N\/ N/\/ \/
+ N Metano/ KOHI, H
H — 1A >
CH3
]

o

Esquema 13:Sintese da 2-N-procainamina-3-metil-1,4-Naftoquinona
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Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 2 metil 1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente, solubilizada
em metanol. Em seguida foi adicionado 1,25 mols do reagente Procainamia, adquirido
comercialmente, também solubilizado em Metanol (10ml). A esta mistura foi deixada
sob agitacdo a temperatura ambiente por 32 horas. A reacdo foi acompanhada por CCD.
Apos o termino da reagdo, o produto foi evaporado para a retirada do solvente, com
posterior adi¢do de acido citrico para a neutralizagdo do meio e precipitacdo do produto,
que foi filtrado e lavada em funil sinterizado. obtendo assim produto na forma de cristal

bordo.
Caracterizacao

e F.M: CyHxN3O;

e P.M: 40521

e Solido bordo; Rendimento:48 %; Rf: 0,42 (7:3 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:98-100°C

e IV: 1.661,58 Cm* (C=0), 1.593,51 Cm™ (C-Carom), 1.550,50 (N-Hanida),
1440,26 Cm™ (CHaassimetrico), 1.300,11 Cm™ (N-H), 1.264,52 Cm™ (C-Harom),
1.158,27 Cm™ (C-Naia))

e RMN H:

Composto 2e: 2-N-(2- piperazina-etilamina)-3-metil-1,4-Naftoquinona

(o]
(o]
H

CHy NN
Metanol N
+ HZN\/\N/ﬁ TA 36h K/NH
b cHy
o

NH
o

Esquema 14:Sintese da 2-N-(2- piperazina-etilamina)-3-metil-1,4-Naftoquinona

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 1
mmols do reagente 2 metil-1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida

foi adicionado 1,25 mols do reagente 2 aminoetil piperazina, adquirido comercialmente,

JANNIERES DARC DA SILVA



o0 solvente utilizado foi Metanol (10ml). A esta mistura foi deixanda sob agitacdo a
temperatura ambiente por 24 horas. Apos o termino da reagdo, o produto foi evaporado
para a retirada do solvente, com posterior adi¢do de 4gua para a precipitacdo do produto,

obtendo assim produto na forma de cristal laranja.
Caracterizacao

e F.M: Cy7H2N30;

e P.M:299,16

e Solido laranja; Rendimento:59 %; Rf: 0,41 (5:5 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:100-102°C

e 1V:2920,3Cm™ e 2.849.4 Cm™(CH,), 1.651,21 Cm™ (C=0), 1.607,04 Cm™
(N-H), 1.567,61 Cm™ (C=C), 1.442,90 Cm™ (CH,), 1093,76 Cm™ (C-N),
724,74 Cm™ (CH)

e RMN 'H: ), 7.987ppm (1H,d,H6, J=8,4Hz), 7.585ppm (1H,tH7, J=7,6Hz e
J=6,4Hz), 7.718 ppm (1H,t,H8, J=7,6Hz), 8.810 ppm (1H,d,H9, J=7,6Hz),3.567
ppm (1H,m,H11, H15 e H16), 0,878 ppm (2H,m, H12), 2.773 ppm (6H, t,
J=5,56Hz, H13, H14 e H17), 2.096 ppm (1H,s,Ha), 2.690 (1H,s, Hb).

Composto 2f: 2-N-(tiossemicarbazona)-3-metil-1,4-Naftoquinona

I )k
Metanol
TA 24h

O

Esquema 15:sintese daN-(tiossemicarbazona)-3-metil-1,4-Naftoquinona

Em baldo de fundo redondo com capacidade para 100 ml, foi adicionado 0,001
mols do reagente 2metil-1,4 Naftoquinona, adquirido comercialmente. Em seguida foi
adicionado 0,00125 mols do reagente tossemicarbasida, adquirido comercialmente, o
solvente utilizado foi Metanol (10ml). A esta mistura foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente por 26 horas. Apos o termino da reacdo, o produto foi evaporado
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para a retirada do solvente, lavado em funil sinterizado com posterior adicdo de agua
para a precipitacdo do produto, obtendo assim produto na forma de cristal Amarelo.

Caracterizacéo

e F.M: CioH11N3O,.S

e P.M: 261,06

e Solido Amarelo; Rendimento:72 %; Rf: 0,62 (6:4 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:226-228°C

e 1V:1.644Cm™(C=0), 1.596 Cm™ (C=C), 1.492 Cm™ (C=S), 1.383,84 Cm™ e
1.450,78 Cm™ ( CH3), 1.065,16 Cm™, 861,23 Cm™(C-H).

e RMN *H: 7.99 ppm (1H,s,H6, J=7,49Hz), 7.573 ppm (1H,t,H7, J=7,49 e 7.8Hz),
7.658ppm (1H,t,H8, J=6.9Hz), 8.675 ppm (1H,d,H9, J=8.39Hz), 2.073 (1H,s,
H11), 8.8 ppm (1H, s,Ha), 11,612(1H, s,Hb), 11,5340 (1H, s,Hc), 8,311 (1H,
s,Hd).

e RMN 3C: (C1) 184.272 ppm, (C2) 125.407 ppm, (C3) 130.051 ppm, (C4)
179.480 ppm, (C5) 134.48 ppm, (C6) 124.472 ppm, (C7) 129.25 ppm, (C8)
132.282 ppm, (C9) 124.855 ppm, (C10)134.480 ppm, (C11) 16.433 ppm, (C12)
138.879 ppm

Compostos intermediarios aldoximas
Composto 3a: Oxima de 4-Br Benzaldeido

H o H N——OH

H

+ oheNT H20/EtOH

'
H Sonicagdo/30min/TA

Br Br

Esquema 16: Sintese da Oxima de 4-Br Benzaldeido

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura da solugcdo 1 (0,625mmol de
hidroxilamina em 2,5ml de agua) com a solugdo 2 (0,5mmol do aldeido 4-Br
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Benzaldeido em 25ml de etanol). Identificacdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto abaixo do
Aldeido).

o F.M: C7H5C|NO
e P.M: 155,01
e Ponto de Fusao: 109-111°C

e Rendimento: 60%

Composto 3b: Oxima de 4-Cl Benzaldeido

H o H N——OH

H
+ on—n" H20/EtOH

H Sonicacdo/30min/TA

Cl Cl

Esquema 17: Sintese da Oxima de 4-Cl Benzaldeido

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura da solugéo 1 (0,625mmol de hidroxilamina
em 2,5ml de 4gua) com a soluc¢do 2 (0,5mmol do aldeido 4-Cl Benzaldeido em 25ml de
etanol). Identificacdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto abaixo do Aldeido).

e F.M: C;HsCINO
e P.M: 155,01
e Ponto de Fusao: 112-113°C

e Rendimento: 65%
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Composto 3c: Oxima de 2-furaldeido

/ \ H H  H,0/EtOH/H,SO
. + OH—N/ 2 2 4> 5
\H Sonicagdo/2h e 30min/60°C \
o N

Esquema 18: Sintese da Oxima de 2-furaldeido

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura da solugcdo 1 (0,625mmol de
hidroxilamina em 2,5ml de 4gua) com a solugdo 2 (0,5mmol do aldeido 2-furaldeido
em 25ml de etanol). Identificacdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto abaixo do Aldeido).

e F.M: CsH5NO,
e P.M: 111,03
e Ponto de Fusao: 79-84°C

e Rendimento: 90%

Composto 3d: Oxima de 5-Nitro-2-furaldeido

/ \ H M H,0/EtOH/H,S0, / \ H
NO, o + OH—N > NO, o
H Sonicacéo/1h e 30min/60°C \
o N

Esquema 19: Sintese da Oxima de 5-Nitro-2-furaldeido

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura da solucdo 1 (0,625mmol de hidroxilamina
em 2,5ml de 4gua) com a solucdo 2 (0,5mmol do aldeido 5-Nitro-2-furaldeido em 25ml
de etanol). Chapa aquecedora por 24h/60°C. Identificagio CCD 5:5 Hex/Acet (Um
ponto abaixo do Aldeido).

e F.M: C5H4N204
e P.M: 156,02g/mol
e Ponto de Fusao: 167-169°C

e Rendimento: 72%
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Composto 3e: Oxima de 2-tiofenocarboxialdeido

/ \ Ho, M H,0/EtOH/H,SO,
OH—N »

S N L ] S
H Sonicagéo/2h e 30min/60°C

Esquema 20: Sintese da Oxima de 2-tiofenocarboxialdeido

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura da solugdo 1 (0,625mmol de
hidroxilamina em 2,5ml de &gua) com a solucdo 2 (0,5mmol do aldeido 2-
tiofenocarboxialdeido em 25ml de etanol). Identificacdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto
abaixo do Aldeido).

e F.M: CsHs5NOS
e P.M: 127,01 g/mol
e Ponto de Fusao: 135-139°C

e Rendimento: 95%

Composto 3f: Oxima de 5-Nitro-2-tiofenocarboxialdeido

/ \ H M H,0/EtOHH,SO, / \ H
NO, s + OH—N > NO, s
H Sonicagao/1h e 30min/60°C \
N
0 ~

Esquema 21: Sintese da Oxima de 5-Nitro-2-tiofenocarboxialdeido

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura da solucdo 1 (0,625mmol de
hidroxilamina em 2,5ml de 4gua) com a solucdo 2 (0,5mmol do aldeido 5-Nitro-2-
tiofenocarboxialdeido em 25ml de etanol). Identificagdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto
abaixo do Aldeido).

e F.M: CsHsN,03S
e P.M:171,99

e Ponto de Fusao: 106-108°C
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e Rendimento: 80%

Composto 4a: 3’(4-Br)fenil-2,3-oxazolina-1,4-Naftoquinona

N—OH

H
0 Z
. TEA/HCIO/CHCI,
Sonicador/ 2h30min/60°C
X
(0] Br

Esquema 22: Sintese da 3°(4-Br)fenil-2,3-oxazolina-1,4-Naftoquinona

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura de 0,5mml Naftoquinona, composto 1,
em 2,5ml de cloroférmio e 5gotas de trietilamina(TEA) (solucdo 1) e em um becker de
50 ml foi feita a mistura de 0,5mmol do aldeido 4-Br Benzaldeido em 25ml de etanol
(solugdo 2). Com um auxilio de um funil de adicdo foi gotejado lentamente a solucéo 2

na solucdo 1 Identificagcdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto abaixo do Aldeido)

o F.M: Cy7HgBrNO;

o P.M: 35297

e Solido Vermelho; Rendimento: 68 %; Rf: 0,43(6:4 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:175-176°C

e RMN 'H: 8.008 ppm (1H,d,H6, J=7,2Hz), 7.759ppm (1H,tH7, J=7,6Hz e
j=7,2Hz), 7.440 ppm (1H,tH8, J=7,9Hz), 7.879 ppm (1H,d,H9, J=7,2Hz),
7.075ppm (2H,d,H12 e H15, J=7,6Hz), 7.347 ppm (2H,d,H13 e H16, J= 7.345).
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Composto 4a: 3’(4-Cl)fenil-2,3-oxazolina-1,4-Naftoquinona

H N—OH

" TEA/HCIO/CHCI,
Sonicador/ 2h30min/6(%

¢} Cl

Esquema 23: Sintese da 3°(4-Cl)fenil-2,3-oxazolina-1,4-Naftoquinona

Em um tubo de ensaio foi feita a mistura de 0,5mml Naftoquinona, composto 1,
em 2,5ml de cloroférmio e 5gotas de trietilamina(TEA) (solucéo 1) e em um becker de
50 ml foi feita a mistura de 0,5mmol do aldeido 4-Cl Benzaldeido em 25ml de etanol
(solugdo 2). Com um auxilio de um funil de adicao foi gotejado lentamente a solugéo 2

na solucdo 1 Identificagcdo CCD 5:5 Hex/Acet (Um ponto abaixo do Aldeido)

e F.M: Cy17HgCINO;

e P.M: 309,02

e Solido Bordo ; Rendimento: 63 %; Rf: 0,46 (7:3 Ciclohexano/Acetona)

e P.F:182-183°C

e RMN !H: 8107 ppm (2H,d,H6, J=1,79Hz), 7.979 ppm (2H,tH7 e H8,,
J=1,79Hz), 7.712 ppm (2H, d, H12 e H15, J=2,39Hz), 7.683 ppm (2H,d, H13 e
H14, J=2, 39Hz).
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7 CONCLUSOES

Os derivados da Naftoquinona foram obtidos partindo de metodologia simples e
econdmica, com base no principio da Quimica Verde, onde os compostos foram
sintetizados em curto tempo reacional, resultando em bons rendimentos. A
estrutura quimica foi elucidada através de espectroscopia de RMN *H, RMN 3C
e IV, confirmando que a substituicdo ocorreu de maneira satisfatoria.

Com relacdo a atividade antimicrobiana 0os compostos apresentaram atividade
frente a mostraram-se ativas para bactérias Gram positivas Stafhylococcus
aureus e Bacillus subtilis além do fungo Candida albicans e frente a bactéria
resistente Stafhylococcus aureus OSAR, com destaque para o derivado 1a, que
com excecdo da Pseudomonas aeruginosa, apresentou halo de inibicdo nas
cepas testadas. Além disso todos os derivados com excecdo do 1d, apresentaram
halo de inibicdo para o fungo Candida albicans. Com isso apresentando
resultados bastante promissores .

Os testes anticancer realizados revelaram que as substéncias sintetizadas
apresentaram uma interessante atividade anticancer. Com resultados que variam
de 65% a 100% em diferentes linhagens celulares, o que nos motiva a continuar
0s expirementos frente a essas atividades.

Através do teste de citotoxicidade podemos concluir que tanto a naftoquinona
como seus derivados apresentaram atividade citotdxica frente a 4 linhagens de
células tumorais (HL-60, MCF-7, HEP-2, NCI-292).
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7.1 PERSPECTIVAS

e Otimizar os métodos de purificacdo dos derivados 2 amino Naftoquinona, assim
como o estudo de melhora da sintese por utilizacdo do ultrassom sem perder 0s
principios da quimica verde .

e Otimizar os métodos de purificacdo dos derivados da ciclo adi¢do da
naftoquinonas com aldoximas, assim como a obtencdo de novos derivados.

e Submeter os compostos a testes especificos de atividade anticancer,
Determinacéo da viabilidade celular, Analise Morfoldgica e Analise da
fragmentacdo do DNA, assim como teste de Citotoxicidade em linfocitos
humanos.

e Submeter os compostos a testes de CMI eCMB dos microorganismos

e Submeter os compostos a estudo de “docking”, para analise da rela¢ao estrutura-

atividade.
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ANEXO A: Espectro de RMN-1H dos derivados obtidos

COMPOSTO 1la
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a%.87, 380} U
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Suspls dicrsctary:s
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Pulss Sequesce: PROTON {alpel]
Sclvant: dmeds
bats collsgted oni Jul 3 3013

oparstor: rioards
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Falas 45.0 Asgress

mog. eime 3,558 sec

Width £410.3 Ex

16 repstitions

onEERvE i, §AE,.TAITEEL MEe
BATA PROCESOING
rT slis JITER
Total time 0 mis 57 sac

cepe

LA 1

COMPOSTO 1b

Janniares

Amostrs JO 16
Solicitaces M. LOS10-16
£2.07.3013 ©FEE

Samples Neme;

Dats Collected on:
variand00-vomra400
Archive dlrectory:

Sample dirsctory:
Fidrile: LOS10_16.1h

Pulss Ssguence: PROTON (slpul)
Solvant: dmso
Data collected omi Jul 3 3013

Oparator: ricardo

Ralax. delay 1.000 sac
Fulse 45.0 degrees
Aog. time 31.556 sec
wideh 6410.3 Nx
16 repeticicns
ORSERVE Hl. 399.7437668 HEz
DATA PROCESEING
T osize 33768
Total time 0 min 57 mec

11.73 7.42

7.19

.41 23.33 33,49
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COMPOSTO 1e

Jansisres Darc/Farmacia
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Solicitacac W. M0930-6
06.10.2012 UFPE

Sample Name:
Data Collected on:

variand 00-vomrs400
Archive directory:

fexport /b
Sanple directory:

FidPile: MO030_§.1h

Pulse Sequence: PROTON (s2pul}
Solvent: edeld
Data collected on: Oct 7 ROL4

Temp. 26.0 C / 2199.1 K
operator: ricarde

Ralax. delay 1.000 sz
Fulse 45.0 degrees
Aeg. time 2.556 sec
wideh 6410.3 Hz

64 repetitions
CESERVE  H1, 399.7395683 pHz
TATA PROCESSING

FT size 32768

Total time 3 min 48 sec
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Bampla directory:
Fidrile: PROTON

Pulse Sequence: FROTON (sipul)
Belvent: edeld
Data collsctsd cm: Oct 1 2014

- Temp. 26.0 C / 199.1 K
Oparator: ricards

Relax. delay 1.000 mec

Pulss 45.0 degreas

Acg. time 1.556 sec

wWidrh §410.3 Hz

16 repstitions

OBSEEVE H1, 3155.7395685 MEz
DATA PROCEDRS NG

T sizs 32768

Total cime 9 mio 57 sec

=T

CHz
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COMPOSTO 2e

Jacninres Daze/Farsacia |
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Data Collsgted ca:
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04 repatitione
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DATA PROCESEING
FT aiza 32TEE
Total. time 3 min 48 sec
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SINTESE DE NOVOS DERIVADOS NAFTOQUINONICOS E AVALIACAO DA SUA

Jannieres

Amostra JD 07
Solicitacao W. L1206-11
05.11.2014 UFPFE

Sample Nane:
KD_ACC_37_10_01

Data Collected on:
variand 00-vomrsé00

Archive directory:

Saxple directory:
Fidrile: FrROTON

Pulse Sequence: PROTON (#2pul)
Solveat: dmso

Data collected oni Nov 5 2014

Temp. 26.0 € / 299.1 X
Operator: ricardo

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degress
Acqg. time 2,556 sec
- Width 6410.3 Hz
64 repetiticans
OBSERVE M1, 395.7414619 MEx
DATA PROCESSING
FT size 12760
Total time 3 min 48 sec

ATIVIDADE BIOLOGICA

" e
buf\ﬂf‘i :
\“"\_}L A J‘\\&*__,M_J.__
T T T T T T BB B P o 20 Lo )
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
L e
42,34 B e )
z.n
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ANEXO B: Espectro de RMN-13C dos derivados obtidos

COMPOSTO 1la
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| Belax. delay 1.000 sac | pECOUPLE M1, 399.7447683 i # broadening 1. 1 : stre
| ist pulse 90.0 degress | Fower 41 a8 | FT size 65536 i | solicitacas W. LO610-14
2nd pulss 45.0 degress | on during acquisition { Toral tims €1 minuves ' | 02.07.201) TFPE

Aeg. time 1.3185 sec | WALTZ-16 modulated
Width 35510.3 Hz i
1600 repatitions

' Solvent: dmse !.
| Ambient tesparature |
i pparabsr: ricards i
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181.756

A I B A L A 2 o e B e . T A L e o A
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COMPOSTO 1b
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PULEE BRQUENCE: APT i omBERVE C13, 100.3153854 DATA PROCEBSING T 1
Aelax. delay 1.000 sec ! pEcoUPLE H1, 399.7447883 tine broadening 2.0 Ha amoatoa JD 16 i

FT slze E5336
Toral time 31 minutes

i powsr i1 dB

| en during acquisiticn
! WALTZ-16 modulated

1st pulse 90.0 degrees
04 pulses 45.0 degress
Acq. time 1.285 sac
Width 25510.3 Ma

360 repetitions

Salicitacac W. LOE10-16
03,07.2013 UFPE

| Solvent: dmso
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Ralax. delay 1.000 sec
Pulse 45.0 degrees

Aoq. time 0.865 sec
Width 18939.4 ux
736 repetitions

OBSERVE C13, 75.4214321
DECOUPLE H1, 299.9471704
Power 35 4B
continucusly oa
WALTZ-16 modulated

Line broadening 0.5 Hx
FT size 32768
Total time 22 minutes

Jasnieres Darc
Amostra JD21
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13.02.2014 urer

Solvent: dmso

Teap. 26.0 C / 299.1 X

wamrl
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SINTESE DE NOVOS DERIVADOS NAFTOQUINONICOS E AVALIACAO DA SUA
ATIVIDADE BIOLOGICA

ANEXO C: Espectro de IV dos derivados obtidos
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SINTESE DE NOVOS DERIVADOS NAFTOQUINONICOS E AVALIACAO DA SUA

COMPOSTO1c

Analista

ATIVIDADE BIOLOGICA
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SINTESE DE NOVOS DERIVADOS NAFTOQUINONICOS E AVALIACAO DA SUA
ATIVIDADE BIOLOGICA

COMPOSTO1e
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ATIVIDADE BIOLOGICA
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