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Resumo

RESUMO

Dois novos derivados do lapachol, uma nor-B-lapachona e sua respectiva fenazina,
acoplados ao nucleo benzotiadiazola (BTD) através de um anel 1,2,3-triazélico foram
sintetizados e caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear 1D e
2D. Suas propriedades fotofisicas foram investigadas. Este trabalho também descreve a
arquitetura molecular baseada em duas substitui¢des no nucleo 2,1,3-benzotiadiazola nas
posicdes 4- ¢ 7-. Um lado foi substituido com um grupo capaz de realizar ESIPT
(transferéncia protonica intramolecular no estado excitado) um processo que aumenta sua
estabilidade e outro lado substituido com um grupo contendo o anel triazolico. Este anel
conecta o nucleo BTD e uma estrutura de conhecida atividade antitumoral, um derivado
quinoidal da nor-B-lapachona. Este novo derivado foi avaliado contra vinte linhagens de
células tumorais e linhagens de células normais, V79, L-929 ¢ PBMC. A quinona
apresentou atividade contra todas as linhagens de células tumorais, inclusive mais ativa do
que a doxorrubicina (controle positivo) contra seis destas linhagens. A quinona também
apresentou menos citotoxidade contra as linhagens de células normais do que o controle
positivo. Devido as suas interessantes propriedades fotofisicas e boa fluorescéncia,
experimentos de bioimagem foram conduzidos com o derivado fenazinico e esse corante
foi testado como marcador fluorescente para imagens celulares, mostrando sua localizagdo
preferencial, regido perinuclear, em linhagens de células tumorais MDA-MB-231 (uma
linhagem celular de cancer de mama invasivo). Visando a obtencdo de novas substancias
com atividade antitumoral, também foram sintetizados oito derivados da a-lapachona com

diferentes substituintes arilamino no anel C e submetidas a avaliagao bioldgica.
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Abstract

ABSTRACT

Two new lapachol derivatives, a nor-f-lapachone and its respective phenazine,
benzothiadiazole-triazole-linked have been synthesized and characterized by 1D and 2D
NMR spectroscopy. Their photophysical properties were investigated. This work also
describes the molecular architecture based on two substitutions on the important 2,1,3-
benzothiadiazole (BTD) core at positions 4- and7-. One side is substituted with a group
capable of performing an ESIPT (excited-state intramolecular proton transfer), a stabilizing
process, and the other side is substituted with a triazole-containing group. This triazole ring
acts as a linker between the BTD core and a group of known antitumoral activity, a
quinoidal derivative of nor-p-lapachone. This novel compound had its antitumoral activity
evaluated against twenty cancer cell lines and against normal cells, V79, L-929 and
PBMC. The quinone was very active against all cancer cell lines and it was more active
than doxorubicin (positive control) against six cell lines. The quinone also shows lower
citotoxity to normal cell lines, when compared to the positive control. Due to their
interesting photophysical properties and good fluorescence, bioimaging experiments were
conducted with the phenazine derivative and this dye was tested as a fluorescent cell-
imaging probe, thus showing its preferable cellular location in the perinuclear region of
MDA-MB-231 cancer cells (a breast invasive cancer cell lineage). Aiming at obtaining of
new compounds with antitumor activity the synthese of a-lapachone derivatives with some
different arylamino substituents in ring C were performed. These compounds were

submitted to biological studies.
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1. INTRODUCAO
1.1. Quinonas

Quinonas sdo substancias a,f-diendnicas ciclicas. Sao classificadas de acordo com
a estrutura do anel aromatico correspondente, por exemplo, benzoquinonas,'
naftoquinonas,” antraquinonas® e fenantroquinonas,’ relacionadas com as estruturas do

benzeno, naftaleno, antraceno e fenantreno, respectivamente (Esquema 1).

silvelvecRate

Benzeno Naftaleno Antraceno Fenantreno

I ﬂ

¢ % o0 dbh

Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona Fenantroquinona

Esquema 1. Exemplos de quinonas relacionadas ao benzeno, naftaleno, antraceno e

fenantreno.

Substancias com o esqueleto quinoidal apresentam importantes atividades
bioldgicas, devido propriedades de biooxidac¢do-redu¢do e a capacidade de catalisarem

. ;. A . r 5 4
processos biologicos de transferéncia de elétrons.” Esse esqueleto estd presente em

1. Hu, P.; Huang, S.; Xu, J.; Shi, Z. J.; Su, W.; Construction of substituted benzene rings by palladium
catalyzed direct cross-coupling of olefins: A rapid synthetic route to 1,4-naphthoquinone and its derivatives.
Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 9926-9930.

2. Zakharova, O. D.; Ovchinnikova, L. P.; Goryunov, L. I.; Troshkova, N. M.; Shteingarts, V. D.; Nevinsky,
G. A.; Cytotoxicity of new polyfluorinated 1,4-naphtoquinones with diverse substituents in the quinone
moiety. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2011, 19, 256-260.

3. Eyong, K. O.; Krohn, K.; Hussain, H.; Folefoc, G. N.; Nkengfack, A. E.; Schulz, B. ; Hu, Q.
Newbouldiaquinone and newbouldiamide: A new naphthoquinone—anthraquinone coupled pigment and a
new ceramide from Newbouldia laevis. Chem. Pharm. Bull. 2005, 53, 616-619.

4. Wang, W.; Nykamp, J.; Huang, X. D.; Gerhardt, K.; Dixon, D. G.; Greenberg, B. M.; Examination of the
mechanism of phenanthrenequinone toxicity of Vibrio fischeri: Evidence for a reactive oxygen species-
mediated toxicity mechanism. Environ. Toxicol. Chem. 2009, 28, 1655-1662.

5. Asche, C.; Antitumour quinones. Mini Rev. Med. Chem. 2005, 5, 449-467.
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diversas substancias participantes de processos biolodgicos, como, por exemplo, as

menaquinonas (Figura 1).°

Figura 1. Menaquinona (vitamina K).

As quinonas constituem uma das principais familias de metabolitos de distribuigao
natural. Dentre as substancias quinoidais, o lapachol (1) e seus derivados representam uma
importante classe de compostos devido a suas bioatividades.” O lapachol (1) (Esquema 1)
¢ uma naftoquinona encontrada em diversas espécies vegetais e foi isolado pela primeira
vez por Arnaudon em 1858" ¢ sintetizada por Fieser em 1927.°

Sua principal ocorréncia ¢ na familia Bignonidcea, principalmente no género
Tabebuia, sendo facilmente extraida do cerne da madeira dos diversos tipos de arvores
conhecidos como “ipé€s” (Tabebuia sp). Varias atividades bioldgicas tornam o lapachol (1)
uma molécula de grande interesse farmacoldgico, como atividade antitumoral,'
antimalarial'' e tripanocida.'?

A B-lapachona (2) (Esquema 1) ¢ uma proeminente substancia, encontrando-se em
fase clinica II associada com a gemcitabina para o tratamento do cincer de pancreas' e,

em associacdo com taxol, tem se mostrado efetiva contra tumores humanos de ovario e

6. das Dores, S. M. C.; de Paiva, S. A. R.; Campana, A. O.; Vitamina K: Metabolismo e nutrigdo. Rev. Nutr.
2001, /4,207-218.

7. Ferreira, S. B.; Rocha, D. R.; Carneiro, J. W. M.; Santos, W. C.; Ferreira, V. F.; A new method to prepare
3-alkyl-2-hydroxy-1,4-naphthoquinones: Synthesis of lapachol and phthiocol. Synlett. 2011, 11, 1551-1554.
8. Arnaudon, M.; C. R. Acad. Sci. 1858, 46, 1152.

9. Fieser, L. F. The alkylation of hydroxynaphthoquinone III. A synthesis of lapachol. J. Am. Chem. Soc.
1927, 49, 857-864.

10. Oliveira, L. G.; Silva, M. M.; Paula, F. C. S.; Pereira-Maia, E. C.; Donnici, C. L.; Simone, C. A.; Frézard,
F.; Silva Jinior, E. N.; Demicheli, C.; Antimony(V) and bismuth(V) complexes of lapachol: synthesis,
crystal structure and cytotoxic activity. Molecules. 2011, 16, 10314-10323.

11. Andrade-Neto, V. F.; Goulart, M. O. F.; Filho, J. F. S.; Silva, M. J.; Pinto, M. C. F. R.; Pinto, A. V_;
Zalis, M. G.; Carvalho, L. H.; Krettli, A. U.; Antimalarial activity of phenazines from lapachol, B-lapachone
and its derivatives against Plasmodium falciparum in vitro and Plasmodium berghei in vivo. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2004, 14, 1145-1149.

12. Moura, K. C. G.; Emery, F. S.; Pinto, C. N.; Pinto, M. C. F. R.; Dantas, A. P.; Saloméo, K.; Castro, S. L.;
Pinto, A. V.; Trypanocidal activity of isolated naphthoquinones from 7abebuia and some heterocyclic
derivatives: A review from an interdisciplinary study. J. Braz. Chem. Soc. 2001, 12, 325-338.

13. Bey, E. A.; Bentle, M. S.; Reinicke, K. E.; Dong, Y.; Yang, C. R.; Girard, L.; Minna, J. D.; Bornmann,
W. G.; Gao, J.; Boothman, D. A.; An NQOI1- and PARP-1-mediated cell death pathway induced in non-
small-cell lung cancer cells by B-lapachone. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2007, 104, 11832-11837.
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prostata.'* A B-lapachona (2) também pode ser extraida do cerne de arvores do género
Tabebuia, mas em quantidade muito baixa. Porém pode ser facilmente sintetizada a partir

do lapachol (1) na presengade 4cido sulftrico (Esquema 2).

(1)

(2, 100%)

Esquema 2. Sintese da B-lapachona (2) a partir do lapachol (1).

1.2. Potencial antitumoral das quinonas: lapachol e derivados

O potencial das quinonas na terapé€utica do cancer ¢ conhecido hd mais de trés
décadas, desde a publicacdo pelo Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos em
1974" de um teste de avaliagdo de quinonas sintéticas e naturais que verificou sua
atividade antitumoral. O lapachol teve sua atividade citotoxica avaliada clinicamente
contra o carcinoma de Walker-256'® e o sarcoma de Yoshida,'” embora eficaz na regressio
dessas neoplasias, mas desaprovado em decorréncia dos efeitos colaterais provocados em
testes clinicos.

Estudos de propriedades antitumorais e mecanismos de agdo de compostos
quinOnicos mostraram que estes podem agir como inibidores de enzimas topoisomerases
via intercalacdo no DNA e pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que

L . 18,19
levam ao estresse oxidativo e, consequentemente, a morte celular por apoptose. ™

14. Ferreira, S. B.; Gonzaga, D. T. G.; Santos, W. C.; Aratjo, K. G. L.; Ferreira, V. F.; B-Lapachona: Sua
importancia em quimica medicinal e modificagdes estruturais. Rev. Virtual. Quim. 2010, 2, 140-160.

15. Driscoll, J. S.; Quinone structure-antitumor activity relationships. Cancer Chemother. Rep. 2. 1974, 4, 3-
4.

16. Subramanian, S.; Ferreira, M. M. C.; Trsic, M.; A structure-activity relationship study of lapachol and
some derivatives of 1,4-naphthoquinones against carcinosarcoma Walker 256. Struct. Chem. 1998, 9, 47-57.
17. Silva, A. J. M.; Buarque, C. D.; Brito, F. V.; Aurelian, L.; Macedo, L. F.; Malkas, L. H.; Hickey, R. J.;
Lopes, D. V. S.; Noél, F.; Murakami, Y. L. B.; Silva, N. M. V.; Melo, P. A.; Caruso, R. R. B.; Castro, N. G.;
Costa, P. R. R.; Synthesis and preliminary pharmacological evaluation of new 1,4-naphthoquinones
structurally related to lapachol. Bioorg. Med. Chem. 2002, 10, 2731-2738.
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Essa capacidade de levar ao estresse oxidativo € o principal responsavel pelo
interesse nas quinonas. No Esquema 3, encontra-se um esbogo resumido das possiveis

SR PO 19
etapas destes processos biologicos.

Reacao
de Haber-Weiss

_______________ .,'OH + OH + 0,

NADPH )( FADH, >< )C 202 o
SOD|+2H* .-°
H202 Fe*le)u/\

NADP+ H' FAD
; Fe*3/Cu*?
CAT. Reagéo\ Ry
HyO + 1/,05 <77~ ' de Fenton ~a
‘OH + OH + O,

*CAT = Enzima catalase; SOD = Enzima superéxido desmutase
FAD = Flavina

Esquema 3. Processo redox induzido por quinonas (adaptado da Ref. 19).

Um substrato quinonoidico ¢ reduzido com um elétron para formar o anion
semiquinona, em processo catalisado pelas enzimas NADPH citocromo P-450 redutase
(E.C. 1.6.2.3), NADPH citocromo b5 redutase (E.C. 1.6.2.2) ou NADPH ubiquinona
oxidoredutase (E.C. 1.6.5.3). Uma vez formada a espécie semiquinona, essa tem o poder de
reduzir o oxigénio molecular ao anion-radical superoxido que, na presenga da enzima
superoxido dismutase (SOD, E.C. 2,55,56), ¢ transformado em H,O; e em O,. Esse anion-
radical superoxido, por catalise com metais de transicdo ou por reagdo com H,0O,, gera o
radical hidroxila no interior da célula. O H,O, ndo é um radical livre, mas ¢ uma substancia
bastante reativa e também pode promover a oxidagao de algumas biomoléculas. O radical
hidroxila e H,O, sdo as principais espécies responsaveis pelo estresse oxidativo celular."

Virias quinonas possuem reconhecida atividade antitumoral, como antraciclinas (3)
e mitoxantronas (4) (Figura 2). O farmaco doxorubicina (3), amplamente utilizado no

tratamento de neoplasias ¢ uma antraciclina.

18. Cavalcanti, B. C.; Cabral, 1. O.; Rodrigues, F. A. R.; Barros, F. W. A.; Rocha, D. D.; Magalhdes, H. I. F.;
Moura, D. J.; Saffi, J.; Henriques, J. A. P.; Carvalho, T. S. C.; Moraes, M. O.; Pessoa, C.; Melo, I. M. M.; da
Silva Junior, E. N.; Potent antileukemic action of naphthoquinoidal compounds: evidence for an intrinsic
death mechanism based on oxidative stress and inhibition of DNA repair. J. Braz. Chem. Soc. 2013, 24, 145-
163.

19. Silva, M. N.; Ferreira, V. F.; Souza, M. C. B. V.; Um panorama atual da quimica e da farmacologia de
naftoquinonas, com énfase na -lapachona e derivados. Quim. Nova. 2003, 26, 407-416.
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0 O OH o, O OH O HN
~SN"0H
e OH . H
Antraciclina - Mitoxantrona (4)

Doxorubicina (3) NH;

Figura 2. Exemplos de quinonas com atividade antitumoral.

Diversos grupos de pesquisas tem como foco o estudo do potencial antitumoral das
naftoquinonas derivadas do lapachol (1).*° A S-lapachona (2), como citado anteriormente,
possui elevada atividade antitumoral e modificacdes na estrutura desse prototipo ¢ uma
abordagem explorada para a obten¢do de novas estruturas com destacada capacidade de
inibir tumores.?' Em geral, modificacdes no anel A ou C e/ou centro redox da B-lapachona
(2) (Figura 3), sdo estratégias utilizadas para a obtencao de substancias bioativas como sera

discutido a seguir.

Modificagdes no
= centro redox

O

Modificagbes

nos anéis <—

()

Figura 3. Estratégias de modificagdes da S-lapachona (2).

Outros promissores derivados do lapachol (1) sdo as furanonaftoquinonas (Figura
4), que se caracterizam pelo anel C com 5 membros (pirano versus furano). Estudos de
citotoxidade de compostos dessa familia sdo mais recentes, porém varias moléculas com
destacada atividade antitumoral j4 foram sintetizadas a partir de modifica¢des no anel C da

nor-a-lapachona (5) e nor-f-lapachona (6).

20. Eyong, K. O.; Kumar, P. S.; Kuete, V.; Folefoc, G. N.; Nkengfack, E. A.; Baskaran, S.; Semisynthesis
and antitumoral activity of 2-acetylfuranonaphthoquinone and other naphthoquinone derivatives from
lapachol. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008, 18, 5387-5390.

21. Pérez-Sacau, E.; Diaz-Penate, R. G.; Estévez-Braun, A.; Ravelo, A. G.; Garcia-Castellano, J. M.; Pardo,
L.; Campillo, M.; Synthesis and pharmacophore modeling of naphthoquinone derivatives with cytotoxic
activity in human promyelocytic leukemia HL-60 cell line. J. Med. Chem. 2007, 50, 696-706.
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nor-o-lapachona (5) nor-B-lapachona (6)

Figura 4. Nor-a-lapachona (5) e nor-f-lapachona (6) obtidas a partir do lapachol (1).

Integrando sintese orginica e biologia experimental, nosso grupo de pesquisa
descreveu recentemente a sintese de derivados da f- e nor-f-lapachona com potente
atividade contra diversas linhages de células tumorais.”>*’ Para tal, foram empregadas
estratégias como hibridacio molecular’® e troca bioisostérica,” que sdo poderosas
metodologias para o desenho de novas substincias baseadas em subunidades
farmacoforicas.

A modifica¢do do centro redox e a modificacdo do anel C levaram ao sucesso na

obtengao de diversos derivados com atividade antitumoral (Esquema 4).

Modificacédo Modificacdo no 7 :
no centro redox anel C
(0]
OO !
N
*ae
9)

Esquema 4. Substancias planejadas por modificagdo da B-lapachona (2).

22. da Silva Junior, E. N.; Moura, M. A. B. F.; Pinto, A. V.; Pinto, M. C. F. R.; Souza, M. C. B. V.; Araujo,
A. J.; Pessoa, C.; Costa-Lotufo, L. V.; Montenegro, R. C.; Moraes, M. O.; Ferreira, V. F.; Goulart, M. O. F.;
Cytotoxic, trypanocidal activities and physicochemical parameters of nor-f-lapachone-based 1,2,3-triazoles.
J. Braz. Chem. Soc. 2009, 20, 635-643.

23. da Silva Junior, E. N.; Cavalcanti, B. C.; Guimaries, T. T.; Pinto, M. C. F. R.; Cabral, 1. O.; Pessoa, C.;
Costa-Lotufo, L. V.; Moraes, M. O.; Andrade, C. K. Z.; Santos, M. R.; Simone, C. A.; Goulart, M. O. F.;
Pinto, A. V.; Synthesis and evaluation of quinonoid compounds against tumor cell lines. Eur. J. Med. Chem.
2011, 46, 399-410.

24. Viegas-Junior, C.; Danuello, A.; Bolzani, V. B.; Barreiro, E. J.; Fraga, C. A. M.; Molecular hybridization:
A useful tool in the design of new drug prototypes. Curr. Med. Chem. 2007, 14, 1829-1852.

25. Lima, L. M.; Barreiro, E. J.; Bioisosterism - A useful strategy for molecular modification and drug
design. Curr. Med. Chem. 2005, 12, 23-49.
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Da Silva Junior e colaboradores lograram €xito na obten¢do de compostos bioativos
através do acoplamento de naftoquinonas com o ntcleo 1,2,3-triazolico. Por meio desta
estratégia foram obtidos derivados com promissora atividade tripanocida,?®-*"-**
leishmanicida® e com atividade antitumoral frente a diferentes linhagens de células
tumorais,'® indicando que o nicleo 1,2,3-triazdlico intensifica a atividade da porcdo

farmacoforica quinoidal (Esquema 5).

0] . (0]
OH 0 R—= 0 R
O‘ 3 etapas CH,Cly/H,0 1:1 O‘ —(
= N Y N. _.N
N 3 CUSO45H20 \N’
Na-ascorbato o
0°C -ta R = Grupos alquila e arila

CH2C|2/H20 11
wNg ———

CuSO45H,0
Br Na-ascorbato

R = Grupos arila

Esquema 5. Lapachonas e nor-lapachonas 1,2,3-triazolicas.

Um estudo recentemente publicado sugere que a atividade antitumoral das
lapachonas 1,2,3-triazélicas envolve a indugdo de morte celular por apoptose via geragao

de espécies reativas de oxigénio.'®

26. da Silva Junior, E. N.; Menna-Barreto, R. F. S.; Pinto, M. C. F. R.; Silva, R. S. F.; Teixeira, D. V.; Souza,
M. C. B. V.; Simone, C. A. S.; Castro, S. L.; Ferreira, V. F.; Pinto, A. V.; Naphthoquinoidal [1,2,3]-triazole,
a new structural moiety active against Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem. 2008, 43, 1774-1780.

27. da Silva Junior, E. N.; Guimaraes, T. T.; Menna-Barreto, R. F. S.; Pinto, M. C. F. R.; Simone, C. A.;
Pessoa, C.; Cavalcanti, B. C.; Sabino, J. R.; Andrade, C. K. Z.; Goulart, M. O. F.; Castro, S. L.; Pinto, A. V_;
The evaluation of quinonoid compounds against Trypanosoma cruzi: Synthesis of imidazolic anthraquinones,
nor-B-lapachone derivatives and B-lapachone-based 1,2,3-triazoles. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 3224-
3230.

28. Fernandes, M. C.; da Silva Junior, E. N.; Pinto, A. V.; Castro, S. L.; Menna-Barreto, R. F. S.; A novel
triazolic naphthofuranquinone induces autophagy in reservosomes and impairment of mitosis in
Trypanosoma cruzi. Parasitology. 2012, 139, 26-36.

29. Guimaraes, T. T.; Pinto, M. C. F. R.; Lanza, J. S.; Melo, M. N.; Monte-Neto, R. L.; Melo, I. M. M.;
Diogo, E. B. T.; Ferreira, V. F.; Camara, C. A.; Valenga, W. O.; Oliveira, R. N.; Frézard, F.; da Silva Junior,
E. N.; Potent naphthoquinones against antimony-sensitive and —resistant Leishmania parasites: Synthesis of
novel o- and nor-a-lapachone-based 1,2,3-triazoles by copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition. Eur. J.
Med Chem. 2013, 63, 523-530.
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Outra modificacdo no anel C de lapachonas, que se mostrou eficaz para a obtengdao de
compostos bioativos, ¢ a insercdo do grupo arilamino. Em um trabalho recente estes
derivados mostraram atividade contra seis linhagens de células tumorais [SF-295 (sistema
nervoso central), HCT-8 (c6lon), MDAMB-435 (melanoma), HL-60 (leucemia), PC-3
(prostata) e B-16 (melanoma murino)], sendo em muitos casos mais ativas do que o
farmaco de controle, a doxorrubicina.™® A sintese desses compostos ¢ simples e passa por
etapas com altos rendimentos, que utilizam reagentes de facil acesso (Esquema 6). A
primeira etapa no processo de preparacdo dessas moléculas envolve a sintese in situ da 3-
bromo-nor--lapachona (13) a partir do nor-lapachol (12).>! O derivado 13 foi utilizado
para as reagdes de substituicdo, obtendo-se as substancias arilamino quinoidais (Esquema

6).30

(6] N82003 NH2
OH H,0, @
O‘ THF, 60°C _ O‘ O O
X N Tte CHCI3 L CH,Cl, @
(1) NaOH/N82CO3 0°C TA.
CuSO, Nor-IapachoI (12) 3-Bromo-nor-beta- R = Grupos retiradores e
lapachona (13) doadores de elétrons

Esquema 6. Nor-B-lapachonas arilamino substituidas.

Outra estratégia de modificagdo no anel C ¢ a obtengao de alcoxi nor-f-lapachonas,
desenhadas por troca bioisostérica, quinona-NHR por quinona-OR. Essas substancias
também apresentaram potente atividade antitumoral.’® Uma rota similar & descrita acima
foi utilizada para a obten¢do de nor-f-lapachonas alcoxi substituidas (Esquema 7). As

reacdes de substitui¢do foram realizadas com diferentes alcoois.

30. da Silva Junior, E. N.; Deus, C. F.; Cavalcanti, B. C.; Pessoa, C.; Costa-Lotufo, L. V.; Montenegro, R. C.;
Moraes, M. O.; Pinto, M. C. F. R.; Simone, C. A.; Ferreira, V. F.; Goulart, M. O. F.; Andrade, C. K. Z.;
Pinto, A. V.; 3-Arylamino and 3-alkoxy-nor-f-lapachone derivatives: synthesis and cytotoxicity against
cancer cell Lines. J. Med. Chem. 2010, 53, 504-508.

31. Pinto, A. V.; Pinto, M. C. F. R.; de Oliveira, C. G. T.; Sintese das a e B-nor-lapachonas, propriedades em
meio acido e reagdes com N-Bromosuccinimida. An. Acad. Bras. Ci. 1982, 54, 107-109.
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o)
OH
O Br,
—_—
Z CH,Cl,
o) 0°C
(12)

Esquema 7. Nor-B-lapachonas alcoxi-substituidas.

Diversos pesquisadores descreveram nos ultimos anos naftoquinonas obtidas a
partir do lapachol (1), B-lapachona (2) e nor-B-lapachona (4) com propriedades
antitumorais, sendo alguns dos derivados mais ativos do que o farmaco padrao

.. . 2
doxorubicina. A Figura 5 mostra exemplos dessas estruturas.’

Figura 5. Naftoquinonas e heterociclicos com atividade antitumoral.

Diante dos expressivos resultados de avaliagdo antitumoral apresentados pelas
substancias derivadas do lapachol (1), diversos estudos de mecanismo de agdo foram

realizados, visando-se entender como essas substincias atuam para extirpar o cincer.>

32. (a) Francisco, A. I.; Vargas, M. D.; Fragoso, T. P.; Carneiro, J. W. M.; Casellato, A.; Silva, F. A. C,;
Ferreira, V. F.; Barbosa, J. P.; Pessoa, C.; Costa-Lotufo, L. V.; Filho, J. D. B. M.; Moraes, M. O.; Mangrich,
A. S.; Theoretical studies of the tautomerism in 3-(2-R-phenylhydrazono)-naphthalene-1,2,4-triones:
Synthesis of copper(Il) complexes and studies of antibacterial and antitumor activities. J. Braz. Chem. Soc.
2010, 21, 1293-1302. (b) Campos, V. R.; Santos, E. A.; Ferreira, V. F.; Montenegro, R. C.; Souza, M. C. V.
B.; Costa-Lotufo, L. V.; Moraes, M. O.; Regufe, A. K. P.; Jordao, A. K.; Pinto, A. C.; Resende, J. A. L. C.;
Cunha, A. C.; Synthesis of carbohydrate-based naphthoquinones and their substituted phenylhydrazono
derivatives as anticancer agents. R. Soc. Chem. Adv. 2012, 2, 11438-11448. (c) Bonifazi, E. L.; Rios-Luci,
C.; Leén, L. G.; Burton, G.; Padrén, J. M.; Misico, R. I.; Antiproliferative activity of synthetic
naphthoquinones related to lapachol. First synthesis of 5-hydroxylapachol. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18,
2621-2630. (d) Cardoso, M. F. C. B.; Silva, I. M. C. B.; Santos Junior, H. M.; Rocha, D. R.; Araujo, A. J;
Pessoa, C.; Moraes, M. O.; Costa-Lotufo, L. V.; Silva, F. C.; Santos, W. C.; Ferreira, V. F.; A new approach
for the synthesis of 3-substituted cytotoxic nor-p-lapachones. J. Braz. Chem. Soc. 2013, 24, 12-16.

33. Araujo, A. J.; Souza, A. A.; da Silva Junior, E. N.; Marinho-Filho, J. D. B.; Moura, M. A. B. F.; Rocha,
D. D.; Vasconcellos, M. C.; Costa, C. O.; Pessoa, C.; Moraes, M. O.; Ferreira, V. F.; Abreu, F. C.; Pinto, A.
V.; Montenegro, R. C.; Costa-Lotufo, L. V.; Goulart, M. O. F.; Growth inhibitory effects of 3'-nitro-3-

9



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Dissertacdo de Mestrado — Eduardo H. G. da Cruz
Capitulo I — Introdugdo

Estudos com substancias luminescentes foram desenvolvidos nos ultimos anos visando a
localizacdo subcelular de substancias com atividade antitumoral, além de facilitarem o
estudo de mecanismos de agdo farmacologica.* Nos proximos tépicos serdo discutidos
outros aspectos relevantes que sdo uteis para o entendimento do trabalho desenvolvido

nesta dissertagao.

1.3. Luminescéncia

O termo luminescéncia foi empregado pela primeira vez pelo fisico alemao Eilhard
Wiedemann em 1888, para designar os processos de emissao de luz, que ndo envolvem um
aumento de temperatura.”> Na luminescéncia o composto em um estado excitado sofre
relaxacdo através da emissdo de fotons, chegando a um estado de menor energia
(geralmente o estado fundamental). O fendomeno pode ser classificado pela fonte de
excita¢do, por exemplo, quando esta se da através da absor¢do de fotons, o fendmeno ¢
chamado fotoluminescéncia, quando a excitacdo ¢ através de uma reagdo quimica o
fendmeno é a quimiluminescéncia.*®

Quando um composto absorve energia, diferentes situacdes sdo possiveis para que
ocorra a relaxagdo. O fisico ucraniano Alexander Jablonski propds um diagrama que ilustra
os meios pelo qual a relaxac¢do pode ocorrer, esse diagrama ¢ conhecido como diagrama de
Jablonski (Figura 6).%

Ao atingir um estado excitado, um composto pode liberar energia por vias
radiativas ou nao-radiativas. As principais vias nao-radiativas sdo: relaxagao vibracional,
conversao interna e cruzamento intersistemas. Na relaxacdo vibracional a molécula
excitada perde rapidamente seu excesso de energia vibracional, devido a colisdes com

outras moléculas. A conversdo interna ¢ uma transicao entre estados de energia de mesma

phenylamino nor-f-lapachone against HL-60: A redox-dependent mechanism. Toxicol. in Vitro. 2012, 26,
585-594.

34. Peterson, Q. P.; Hsu, D. C.; Goode, D. R.; Novotny, C. J.; Totten, R. K.; Hergenrother, P. J.; Procaspase-
3 activation as an anti-cancer strategy: Structure-activity relationship of procaspase-activating compound 1
(PAC-1) and its cellular colocalization with caspase-3. J. Med. Chem. 2009, 52, 5721-5731.

35. Wiedemann, E.; Uber Fluorescenz und Phosphorescenz, 1. Abhandlung. Annalen der Physik, 1888, 270,
446-463.

36. Molecular Fluorescence: Principles and Applications.Valeur, B. Wiley-VCH Verlag GmbH. 2001. 381p.
37. Lichtman, J.W., Conchello, J-A. Fluorescence microscopy. Nature Methods. 2005, 2, 910-919.
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multiplicidade de spin. O cruzamento intersistemas ¢ uma transicdo isoenergética entre

dois estados de energia de diferentes multiplicidades de spin.

4 ™\

— R laXamento
s e \/ibracional
2 e —in

—

—_— =
— CONVErsdo
s [Nterna

S, '-—

Cruzamento
Intersistemas
T1

m'IIIIIIII

Excitagdo | Fluorescéncia

Fosforescéncia

Figura 6. Diagrama de Jablonski (adaptado da Ref. 37).

Por suas vez, os mecanismos radiativos sdo aqueles no qual o composto libera
energia através da emissdo de luz. Quando o composto sofre relaxacdo a partir de um
estado excitado, que possua mesma multiplicidade de spin do estado fundamental
(geralmente singleto para singleto), a emissao ¢ chamada fluorescéncia. Quando a
relaxagdo ocorre a partir de um estado excitado de multiplicidade diferente do estado
fundamental (geralmente tripleto para singleto), o fenomeno ¢ chamado fosforescéncia
(Tabela 1). E importante ressaltar que o elétron ndo pode ser diretamente excitado do
estado singleto para o estado tripleto, mas pode atingir esse estado através de cruzamento

. . 37
1ntersistemas.

Tabela 1. Tempo caracteristico médio de alguns eventos fotofisicos (adaptado da Ref. 36)

Tempo caracteristico (s)

Absor¢ao 10"
Relaxagdo vibracional 107 - 107
Tempo de vida do estado excitado S 10"° — 107 (Fluorescéncia)
Cruzamento intersistemas 10— 10"
Conversao interna 10— 107
Tempo de vida do estado excitado T; 10° — 1 (Fosforescéncia)
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A fracdo de moléculas que relaxa através da fluorescéncia define o rendimento
quantico de fluorescéncia,”® uma caracteristica importante para aplicagio de um sistema
fluorescente. Nos topicos que se seguem serdo discutidos outros aspectos relacionados com
o rendimento quantico.

O espectro de absor¢cao mostra o coeficiente de extingdo molar de um composto.
Ele onsiste em um conjunto de comprimentos de ondas que sdo absorvidos pela substincia
quando ¢ incidida uma radiacdo com espectro continuo sobre a amostra. O grafico
representa a fragao da luz incidida versus o comprimento de onda. Os orbitais moleculares
envolvidos, como, por exemplo, 6 ou 7 (orbitais ligantes) possuem seu correspondente de
maior energia, 6* e n* (orbitais antiligantes). Quando uma determinada substancia absorve
radiagdo eletromagnética (fotons), pode ocorrer uma excitacdo eletronica do elétron
alocado no orbital menos energético m (por exemplo) a um orbital mais energético m*,
transi¢ao m-m*. O Esquema 8 exemplifica estas transicoes eletronicas tomando como

exemplo a molécula de formaldeido conforme descrito na literatura.’” A energia destas

transi¢oes em geral seguem a seguinte ordem: n— ¥ <
T —» ¥ < n —» o* < c — T* <
c—» G*.
e
- .
~C—-0:.
TR N
& n
1o S
" LUMO 4 t
il | 4
n(p)%HOMO I+*| +# ullv X
T i 'y ¥ v 3
A
° = t t H i3
funﬁzizgztal c—*»c* n>¢" a—>r* n>a

Esquema 8. Niveis de energia dos orbitais moleculares e possiveis transi¢des eletronicas

para o formaldeido. (adaptada da Ref. 36).

38. Demas, J. N.; Crosby, G. A.; The Measurement of Photoluminescence Quantum Yields. A Review. J.
Phys. Chem. 1971, 75, 991-1024.
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O espectro de excitacdo mostra a probabilidade de um fluoréforo ser excitado por
um dado comprimento de onda de luz incidente. Este espectro ¢ um grafico da
fluorescéncia emitida versus o comprimento de onda de excitagio.*®
O espectro de emissdo de um fluoréforo descreve a probabilidade de que um foton emitido
tenha determinado comprimento de onda. O espectro mostra a intensidade da fluorescéncia
em fun¢do do comprimento de onda.

A diferenga entre o comprimento de onda de absorgdo e o comprimento de onda de
emissdo, da-se o nome de Deslocamento de Stokes, também uma caracteristica importante
para a aplicagdo de um fluor6foro em um sistema fluorescente, pois permite que nao haja

interferéncia no sinal pelo feixe de excitagdo (Figura 7).

Deslocamento de
Stokes

[—

Intensidade

8 7 6 5 4 3 2 1 1 2 3 &
Comprimento de onda
Figura 7. Relagdo entre os maximos de absorg¢do ¢ emissdo: Deslocamento de Stokes

(adaptada da Ref. 39).

1.4. Sondas fluorescentes

Uma sonda fluorescente ¢ um fluoréforo que estd preparado para responder a um
estimulo especifico ou para localizar uma determinada regido em uma espécie biologica.
Nosso entendimento dos sistemas bioldgicos ¢ dependente da capacidade de visualizagdo
dos mesmos, portanto as sondas fluorescentes constituem uma valiosa ferramenta para a
quimica bioldgica e medicinal, através da qual ¢ possivel controlar uma grande variedade
de processos celulares e elucidar o mecanismo de acdo de varias substincias

biologicamente ativas, com a vantagem da sensibilidade e da seletividade oferecidas pela

39. Fluorescence Imaging: principles and methods, Handbook.
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técnica da fluorescéncia.*”*! As vantagens das sondas fluorescentes, em geral, colocam-
nas a frente de outras técnicas que utilizam marcadores radioativos, ¢ sondas EPR
(electronic paramagnetic resonance, ressonancia paramagnética eletrénica).*

Através da fluorescéncia € possivel encontrar a localizagdo subcelular de compostos
bioativos. Recentemente, Liu e colaboradores,42 com o objetivo de estudar o mecanismo de
acdo de compostos de artemisinina com atividade antitumoral, obtiveram um derivado
fluorescente através do acoplamento de uma molécula de artemisinina, que ndo apresenta
fluorescéncia, com uma por¢do luminescente formada pelo grupo dansila. Através de
microscopia de fluorescéncia foi possivel concluir que a localizagdo subcelular do

composto em questdo era o reticulo endoplasmatico.

1.5. 2,1,3-benzotiadiazola e a quimica “Click” (formacao de 1,2,3-triazdis)

O nucleo 2,1,3-benzotiadiazola (BTD) (18) (Figura 8) estd entre os mais
importantes da quimica de compostos luminescentes.”” Seus derivados geralmente
apresentam caracteristicas muito interessantes para o emprego em sistemas luminescentes:
conjugacdo m-extendida nas posi¢des 4 e 7, sdo eficientes fluoroforos, possuem fortes
interacoes m-m*, alta polarizabilidade, formam estruturas cristalinas bem ordenadas e o
nicleo BTD possui forte capacidade eletroretiradora.*® Dentre os derivados da 2,1,3-
benzotiadiazola, a 4,7-dibromo-BTD (19), apresenta-se como um importante analogo
devido a possibilidade de inser¢do de diversos tipos de substituintes via reacdes de

acoplamento, em sua maioria envolvendo catalisadores de Pd.” O composto 19 é

40. Zhang, J.; Campbell, R. E.; Ting, A. Y.; Tsien, R. Y.; Creating new fluorescent probes for cell biology.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2002, 3, 906-918.

41. Crivat, G.; Taraska, J. W.; Imaging proteins inside cells with fluorescent tags. Trends Biotechnol. 2012,
30, 8-16.

42. Liu, Y.; Lok, C. N.; Ko, B. C.; Shum, T. Y.; Wong, M. K.; Che, C. M.; Subcellular localization of a
fluorescent artemisinin derivative to endoplasmic reticulum. Org Lett. 2010, 2, 1420-1423.

43. Neto, B. A. D.; Lapis, A. A. M.; da Silva Jinior, E. N.; Dupont, J.; 2,1,3-Benzothiadiazole and
derivatives: synthesis, properties, reactions, and applications in light technology of small molecules. Eur. J.
Org. Chem. 2013, 228-255.

44. Neto, D. A. D.; Carvalho, P. H. P. R.; Santos, D. C. B. D.; Gatto, C. C.; Ramos, L. M.; Vasconcelos, N.
M.; Corréa, J. R.; Costa, M. B.; Oliveira, H. C. B.; Silva, R. G.; Synthesis, properties and highly selective
mitochondria staining with novel, stable and superior benzothiadiazole fluorescent probes. RSC Adv. 2012, 2,
1524-1532.
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comercialmente disponivel ou pode ser facilmente sintetizado a partir da 1,2-

. . . . - . . 45
fenilenodiamina, via reacdo com cloreto de tionila como descrito no Esquema 9.

S
./ / \
N N. _N

g
(18) (19)

Figura 8. 2,1,3-Benzotiadiazola (18) e 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola (19).

socl i
NH 2
@[ 2 EtN @N\ Br, =N
- = /S - ~ /S
NH2 CH2C|2 \N HBr N
(20) (18) Br (19

Esquema 9. Sintese da 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola (19).

Em um trabalho recente, Moro e colaboradores® sintetizaram um composto
luminescente baseado no nucleo 2,1,3-benzotiadiazola, que se mostrou eficiente como
sonda seletiva para cations Ni*". Apesar dos varios exemplos descritos na literatura para a
obtencdo de BTD-substituidas, esse exemplo foi escolhido devido ao composto de partida,
4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola, ter sido acoplado ao nucleo 1,2,3-triazdlico via
quimica “click” (Esquemas 10 e 11). Nos préximos topicos sera discutido o uso desta
reacdo para o acoplamento de um nucleo quinoidal ao nticleo da benzotiadiazola.

A quimica “click” também foi a estratégia escolhida por Bryant e colaboradores,
para a obtengio de uma sonda para Cu*", Ni*" ¢ Ag" com solubilidade em 4gua (Esquema

12). O objetivo era acoplar dois substituintes etilenoglicol ao nucleo fluorescente. O anel

45. a) Hinsberg, O.; Ueber piaselenole und piazthiole. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1889, 22, 2895-2902; b)
Weinstock, L. M.; Davis, P.; Handelsman, B.; Tull, R. J.; General synthetic system for 1,2,5-thiadiazoles. J.
Org. Chem. 1967, 32, 2823-2829; ¢) Komim, A. P.; Street, R. W.; Carmack, M.; Chemistry of 1,2,5-
thiadiazoles. III. [1,2,5]thiadiazolo[3,4-c][1,2,5]thiadiazole. J. Org. Chem. 1975, 40, 2749-2752; d) Bryce,
M. R.; Use of piperidine-1-sulphenyl chloride as a sulphur-transfer reagent in reactions with diamines: the
preparation of sulphur—nitrogen heterocycles. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1984, 1,2591-2593.

46. Moro, A. V.; Ferreira, P. C.; Migowski, P.; Rodembusch, F. S.; Dupont, J.; Ludtke, D. S.; Synthesis and
photophysical properties of fluorescent 2,1,3-benzothiadiazole-triazole-linked glycoconjugates: Selective
chemosensors for Ni(Il). Tetrahedron. 2013, 69, 201-206.
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1,2,3-triazdlico foi escolhido gragas a sua eficiéncia sintética em realizar a ligacdo entre
estruturas e também por ser interessante em sistemas de detec¢do de metal. Os autores

também testaram diferentes calcogénios além do enxofre da estrutura benzotiadiazola, a

fim de verificar a afinidade na deteccdo de diferentes metais.*’

IIIO

MeOTMS OH

N\
(22) N_N
N
CuS0Qy, Asc. de sodio N=N
TBAF, CH,Cl,, H,0 I

HO OH
TMS%Q%TMS
23) N_N NN /N
S N= =N
> N R N
CuSO,4 Asc. de sddio N N
! N2 0,
TBAF, CH,Clp, H,O S 94%
(25)

Esquema 10. Sintese de derivados da BTD acoplados ao ntcleo 1,2,3-triaz6lico.

47. Bryant, J. J.; Lindner, B. D.; Bunz, U. H. F.; Water-soluble bis-triazolyl benzochalcogendiazole
cycloadducts as tunable metal ion sensors. J. Org. Chem. 2013, 78, 1038-1044.
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MeOTMS
1\

(22) N s N

Ta
(26) 3<° *

@) o>(<)
TMS%Q%TMS o 5
23) NN © 0 X
(0] N 0

CuSO,, Asc. de sodio I
TBAF, CH,Cl, H,0 Ny n=N

CuSOQ,, Asc. de sodio
TBAF, CH,Cl, H,O

s 91%
(28)

Esquema 11. Sintese de derivados BTD acoplados ao nucleo 1,2,3-triazdlico.

Br Br > TMS——— ——TMS
Pd(PPhs),ClI
— (PPh3),Cly —
N N

. Cul NN X=s(23)
X THF/Et;N X = Se (30)
X =S (19)
X = Se (29) K,CO3
THF/MeOH
or
,}PN N:,}l TBAF/THF
N / \ N \ {OR Y
I 3
RO/j/ No N \(\OR‘ R — ( \ —
RO OR  cu(PPhy)Br H
(33) X = O - 34% THE N. N
(34)X=S-57% X
(35) X = Se - 11% X =S (31)
X = Se (32)

R = \/O\/\O/\/O\

Esquema 12. Sintese de derivados da BTD acoplados ao ntcleo 1,2,3-triazélico.
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1.6. 2,1,3-benzotiadiazola: aplicacdo em sistemas bioldgicos

A aplicagdo do nucleo 2,1,3-benzotiadiazola em sistemas biologicos ¢
relativamente nova e tem se mostrado eficaz. Neto e colaboradores** descreveram
derivados da BTD acoplados a grupos capazes de realizar transferéncia protonica
intramolecular no estado excitado (ESIPT, sigla em inglés) como marcadores seletivos de
mitocondrias. As estruturas dessas moléculas foram planejadas de forma a reunir diversas
qualidades apreciaveis a um sistema fluorescente: boa planaridade, possibilidade de
formacdo de ligagdo de hidrogénio intramolecular e conformacao rigida. Para tal foi
escolhido o substituinte aminopiridina, onde o nitrogénio do anel piridinico ¢ importante
no objetivo de possibilitar uma segunda ligagdo de hidrogénio intramolecular. O
substituinte foi acoplado ao nucleo 2,1,3-benzotiadiazola através da reacao de Buchwald-
Hartwig como mostrado no Esquema 13.

Na Figura 9 sdo apresentadas imagens celulares de coloracdo intensa, promovida
por ambos os marcadores, BTDs 33 e 34, distribuidos no citoplasma. A coloragdo foi

muito seletiva para mitocondrias e quase nenhuma fluorescéncia de fundo foi observada.

7N\
DPEPhos N
Br Br FoN -~  #BuOK
/R + Nl — » Br NH
N Z  Pd(OAc), — 47%
S tolueno
(36) o
(19) S
37
RN
Br Br + H2N | AN Mg JE—
—————" H NH
NN NZ THFEM,0 ﬁ )
S (36) NN 2
(19) S
(38)

Esquema 13. Sintese de derivados BTD (adaptado da Ref. 46).
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Figura 9. Linhagens de células tumorais MCF-7 seletivamente marcadas na mitocondria

com as substancias 33 (esquerda) e 34 (direita) (adaptada da Ref. 46).

A partir do composto 39, ja relatado na literatura como marcador seletivo para
mitocodndrias, Neto e colaboradores® sintetizaram o composto 40. A insercio do novo
substituinte extendeu o esqueleto © do composto causando um efeito conhecido como
“light up” de intensificacdo da luminescéncia, obtendo-se entdo um derivado também
eficiente na marcagdo seletiva de mitocondrias, com maior deslocamento de Stokes e
maior rendimento quantico. O acoplamento foi realizado através do protocolo de Suzuki

(Esquema 14).

\ N—
Br \_/ [Pd] - © Q 0 \_/
N N. N

0 (@ON~
Pd= 0O o HN—
Pd >—/

LS

Esquema 14. Sintese de derivados 2,1,3-benzotiadiazola.

(41)

48. Neto, B. A. D.; Corréa, J. R.; Carvalho, P. H. P. R.; Santos, D. C. B. D.; Guido, B. C.; Gatto, C. C. de
Oliveira, H. C. B.; Fasciotti, M.; Eberlin, M. N.; da Silva Junior, E. N.; Selective and efficient mitochondrial
staining with designed 2,1,3-benzothiadiazole derivatives as live cell fluorescence imaging probes. J. Braz.
Chem. Soc. 2012, 23, 770-781.
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O composto 40 foi testado com €xito no monitoramento de processos de divisao
celular (Figura 10). O composto permitiu a visualiza¢do das mitocondrias durante todo o
processo de divisdo, mostrando-se promissor para estudos de processos celulares

complexos, nos quais as mitocondrias estejam envolvidas.

Figura 10. Linhagem de células tumorais MCF-7. Nucleo celular marcado com DAPI
(azul) e mitocondrias marcadas com o composto 40 (verde). A imagem da esquerda mostra
a divisdo celular no estagio da prometafase. A imagem da direita mostra o estagio da

telofase. (adaptada da Ref. 48).

1.7. Quinonas fluorescentes: atividade antitumoral e localizacédo subcelular

Shaul e colaboradores® obtiveram derivados antraciclinicos analogos a
doxorrubicina (Esquema 15) e testaram contra quatro linhagens tumorais, tendo encontrado
resultados melhores do que da doxorrubicina para trés delas. Tirando proveito da
fluorescéncia inerente a essa familia de compostos, foi realizado um experimento para
encontrar a localizagdo subcelular destes compostos (Figura 11). O experimento revelou a
presenca de doxorrubicina no nucleo celular, comportamento ndo apresentado pelo

composto 46, e mostrou a presen¢a de ambos nos lisossomos.

49. Shaul, P.; Frenkel, M.; Goldstein, E. B.; Mittelman, L.; Grunwald, A.; Ebenstein, Y.; Tsarfaty, IL;
Fridman, M. The Structure of anthracycline derivatives determines their subcellular localization and
cytotoxic activity. ACS Med. Chem. Lett. 2013, 4, 323-328.
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Esquema 15. Sintese de um derivado antraciclinico analogo a doxorrubicina.

Figura 11. Analise por microscopia confocal, na linhagem celular DA3, da doxorrubicina
(Imagens A-D) e do composto 46 (Imagens E-F). A localizagdo subcelular foi avaliada
utilizando o corante mitocondrial MitoTracker deep red ou o corante nuclear DRAQ-5 deep
red. Experimentos de co-localizacao foram realizados utilizando o corante para lisossomos
LysoTracker green para a doxorrubicina e LysoTracker red para o composto 46. Em cada
imagem, o derivado antraciclinico aparece em verde e o corante em vermelho. As imagens
A e E mostram a distribui¢ao de cada composto. Imagens B e F mostram a localizagdo na

mitocondria. Imagens C e G mostram a co-localizacao no lisossomo. Imagens D ¢ H

mostram a co-localizagdo nuclear de cada composto. (adaptada da Ref. 49).
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Recentemente, outro exemplo foi descrito por Cogoi e colaboradores,™ que
sintetizaram uma série de antratiofenodionas com dois grupos alquilas de diferentes
comprimentos com uma termi¢do guanidina, a fim de estudar sua interacdo com DNA e
RNA G-quadruplexes (Esquema 16). Através da fluorescéncia desses compostos, foi
posssivel também encontrar sua localizacao subcelular. Foi destacado nesse texto um dos
compostos sintetizados, a partir do qual o experimento de imagem mostrou sua localizagao

no citoplasma e no nucleo celular (Figura 12).

O OBu O OBu O HN">""NH,
- -
(47) @8) O  NH(CH2),NH; 49) O HNV\NHZ

Jc
NH

69% o HN/\/\NJJ\NHZ

H
S

a = Etilenodiamina; THF; 30 °C; 2,5h.
b = 1,3-diaminopropano; THF; 50 °C; 2h.
¢ = Hidrocloreto de pirazol-1-carboxamidina, EDIA, DMSO, 60 °C, 5h.

2

Esquema 16. Sintese de uma antratiofenodiona luminescente

Figura 12. Microscopia confocal da linhagem tumoral T24. A imagem A mostra o
citoplasma marcado com DRP1, sigla em inglés para dynamin-related protein 1 (verde). A
imagem B mostra o composto 50. A Imagem C mostra a sobreposi¢do das duas imagens

anteriores. (adaptada da Ref. 50).

50. Cogoi, S.; Shchekotikhin, A. E.; Membrino, A.; Sinkevich, Y. B.; Xodo, L. E.; Guanidino
anthrathiophenediones as G-quadruplex binders: Uptake, intracellular localization, and anti-Harvey-ras gene
activity in bladder cancer cells. J. Med. Chem. 2013, 56, 2764-2778.
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O conhecimento da atividade antitumoral de derivados naftoquinoidais obtidos a partir do
lapachol (1) e da p-lapachona (2), via modificacdes estruturais planejadas, aliado ao
conhecimento de compostos luminescentes e estratégias sintéticas para a jun¢ao da porgdo
farmacoforica (quinoidal) e uma por¢ao luminescente (2,1,3-Benzotiadiazola) possibilita
direcionar esforcos para a obtencao de lapachonas 1,2,3-triazolicas acopladas a um sistema
luminescente com possivel atividade farmacologica e padrdo de fluorescéncia adequado
para estudos de localizacdo subcelular e, consequentemente, estudos de mecanismos de
acdo farmacoldgica.O entendimento destes processos em um curto espago de tempo pode

tornar mais eficiente o arduo processo de obtengao de fArmacos antitumorais.
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2. PROPOSTADE TRABALHO

Publicagdes recentes na literatura exploram a fluorescéncia de compostos com

.. c 1s . . ~ 1,52
atividade biologica para estudar sua localizagdo subcelular,’'

indicando a importancia
desse estratagema para a compreensao do mecanismo de agdo de substancias ativas. Neste
contexto, este trabalho visa desenvolver uma metodologia sintética para a preparacdo de
uma substancia naftoquinoidal com potencial atividade antitumoral, acoplada a uma porg¢ado
luminescente, permitindo estudos de localizagdo subcelular e posteriores estudos de
mecanismos de a¢ao farmacologica.

A estrutura proposta (Figura 13) ¢ baseada em derivados orto-
furanonaftoquindnicos do lapachol, modificados no anel C, com a inser¢ao do grupo 1,2,3-
triazolico, uma vez que essa classe de substancias mostrouatividade citotoxica promissora
frente a linhagens de células tumorais.”*** A porcdo luminescente escolhida ¢ derivada do
nucleo 2,1,3-benzotiadiazola, acoplada a uma molécula de aminopiridina, que na literatura
recente mostrou possuir caracteristicas muito importantes para 0 uso em sistemas

luminescentes, como alto rendimento quéntico de fluorescéncia e alto deslocamento de

. - . . n . 44
Stokes e se mostrou eficiente na marcacao seletiva de mitocondrias.

\_/

Figura 13. Estrutura da nor-f-lapachona 1,2,3-triazélica acoplada ao nucleo 2,1,3-

benzotiadiazola.

Para esse objetivo sintético, propde-se uma rota convergente (Esquemas 18-20), no

qual os materiais de partida sdo o lapachol e a 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola.

51. Vendrell, M.; Zhai, D.; Er, J. C.; Chang, Y. T.; Combinatorial strategies in fluorescent probe
development. Chem. Rev. 2012, 112, 4391-4420.
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O lapachol sera extraido da serragem do cerne do ipé. Esse processo ¢ facilmente
realizado por extragdo acido-base, e.g. NaOH, formando o sal do lapachol. A neutralizagdo
com HCI precipita o lapachol, que ¢ filtrado e, apds uma série de recristalizagdes em
solvente organico (em geral hexano), ¢ obtido com pureza apropriada para uso em sintese

organica (Esquema 17).

~

o (o}
"Na* OH
Cr e OO
—_—
A X
o o
Sal do lapachol Lapachol

S

Esquema 17. Extracao do lapachol.

A partir do lapachol, sera obtido o nor-lapachol de acordo com metodologia
classica descrita por Fieser,”® conhecida como oxidacio de Hooker. Apods duas etapas,
serdo obtidos a 3-bromo-nor-B-lapachona, via reacdo de ciclizagdo do nor-lapachol na
presenca de bromo em diclorometano, como previamente descrito,”’ e em seguida, apos
uma reagdo de substitui¢do nucleofilica, serd inserido um grupo azida na quinona como
descrito no Esquema 18.2 O derivado 3-azido-nor-B-lapachona serd utilizada em uma
reacdo de quimica click, uma importante reagdo de acoplamento entre um grupo azida e
um alcino terminal, para formacdo de um anel 1,2,3-triazolico. E uma reacdo
ambientalmente correta, estereoespecifica, com procedimentos experimentais simples e
produtos obtidos em alto rendimento. Os subprodutos gerados apresentam baixa toxicidade
e, em geral, podem ser removidos por métodos que ndao requerem cromatografia e,
normalmente, as reacdes ndo apresentam sensibilidade em relacdo ao oxigénio e meio

55
aquoso.

52. Citovsky, V.; Lee, L. Y.; Vyas, S.; Glick, E.; Chen, M. H.; Vainstein, A.; Gafni, Y.; Gelvin, S. B.; Tzfira,
T.; Subcellular localization of interacting proteins by bimolecular fluorescence complementation in Planta. J.
Mol. Biol. 2006, 362, 1120-1131.

53. Ferreira, V. F.; Aprendendo os conceitos de acido e base. QNEsc. 1996, 4, 35-36.

54. Fieser, L. F.; Fieser, M.; Naphthoquinone Antimalarials. XII. The Hooker Oxidation Reaction. J. Am.
Chem. Soc. 1948, 70, 3215-3222.

55. Rostovtsev, V. V.; Green, G. L.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B.; A Stepwise Huisgen Cycloaddition
Process: Copper(I)-Catalyzed Regioselective Ligation of Azides and Terminal Alkynes. Angew. Chem. Int.
2002, 41, 2596-2599.
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Esquema 18. Proposta para a obtencao do derivado 3-azido-nor-f-lapachona.

A 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola, por sua vez, serd acoplada a uma molécula de
aminopiridina, realizando-se uma reagdo conhecida como acoplamento cruzado de

Buchwald-Hartwig, >*->’

na presenca de acetato de paladio, DPEphos e tert-butoxido de
potassio em tolueno, resultando no produto de acoplamento, 4-bromo-7-aminopiridina-
2,1,3-benzotiadiazola (Esquema 19). A insercdo do grupo aminopiridina favorece a
transferéncia protonica intramolecular no estado excitado (ESIPT, sigla em inglés),
favorecendo sistemas luminescentes, como sera discutido no proximo topico.O préximo
passo serd a insercdo de um alcino terminal no nudcleo benzotiadiazola. Para tal sera
utilizado um alcino protegido, o trimetilsililacetileno. Essa insercdo ¢ realizada por meio de
uma rea¢io conhecida como acoplamento cruzado de Sonogashira.’® Essa reagdo &
catalisada por Pd(PPh;3),Cl, e sera realizada sob condi¢des de Sonogashira. O grupo

. A . < o 59
protetor do alcino serd retirado através da reacdo com fluoreto de potdssio em metanol,

liberando assim a molécula com alcino terminal disponivel para a proxima etapa (Esquema

19).

56. Shekhar, S.; Ryberg, P.; Hartwig, J. F.; Mathew, J. S.; Blackmond, D. G.; Strieter, E. R.; Buchwald, S.
L.; Reevaluation of the Mechanism of the Amination of Aryl Halides Catalyzed by BINAP-Ligated
Palladium Complexes. J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 3584-3591.

57. Csuk, R.; Barthel, A.; Raschke, C.; Convenient access to substituted acridines by a Buchwald-Hartwig
amination. Tetrahedron. 2004, 60, 5737-5750.

58. Sonogashira, K.; Tohda, Y.; Hagihara, N.; A convenient synthesis of acetylenes: catalytic substitutions of
acetylenic hydrogen with bromoalkenes, iodoarenes and bromopyridines. Tetrahedron Lett. 1975, 4467-
4470.

59. Saito, T.; Morimoto, M.; Akiyama, C.; Matsumoto, T.; Suzuki, K.; Stereocontrolled Convergent Total
Synthesis of (f)-Furaquinocin D. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 10757-10758.
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Esquema 19. Proposta para a obtencao do derivado da 2,1,3-benzotiadiazola.

O acoplamento entre os derivados naftoquinoidais e benzotiadiazola sera realizado
através da reagdo de cicloadi¢do de Huisgen, catalisada por Cu(I), reagcdo conhecida como

quimica “Click” (Esquema 20).>

N Y/
(0] N/ \
(0] — . .,
O‘ \ %}N\ Reagdo ‘Click’
N3 / H
5 NN

Esquema 20. Proposta para a obten¢ao do derivado da nor-B-lapachona acoplado ao

nucleo 2,1,3-benzotiadiazola.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese da nor-p-lapachona acoplada ao nucleo 2,1,3-benzotiadiazola via quimica

click.

Como discutido anteriormente, nor-f-lapachonas 1,2,3-triazélicas apresentam

26,272 o . ~
62728 antimicrobiana,” dentre outras ndo

destacada atividade antitumoral,'® tripanocida,
menos importantes. Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu a atividade
citotoxica de nor-f-lapachonas contra linhagens de células de leucemia.'® Diversos estudos
foram realizados, visando o entendimento do mecanismo de acao das substancias descritas.
Os estudos sugerem que, aparentemente, a citotoxidade dos compostos niao envolve a
inibicdo de topoisomerases, mas que o tratamento prejudica a atividade de reparagdo do
ADN, provocando assim a morte celular.'®

A fluorescéncia ¢ uma técnica que emerge como aliada no entendimento dos
mecanismos de atividade de substincias com interesse farmacolégico.' Recentemente,
Shaul e colaboradores*’ determinaram a localizacdo subcelular de derivados antraciclinicos
com atividade antitumoral, gragas a fluorescéncia intrinseca desses compostos. Nesse
interim foi dointeresse deste trabalho acoplar uma por¢ao luminescente a um derivado nor-
fS-lapachonico 1,2,3-triazolico, a fim de obter uma molécula com seu potencial bioativo
aliado a capacidade de emitir fluorescéncia, o que ira permitir sua localiza¢dao subcelular,
possibilitando estudos mais detalhados sobre o mecanismo de agdo intrinsicamente
relacionado a essas estruturas.

Para compor a por¢do luminescente do analogo naftoquinoidal, foi selecionada a
estrutura da BTD-aminopiridina, uma molécula que na literatura recente se mostrou eficaz
na marcagdo seletiva de mitocondrias como previamente discutido.*® Essa molécula é
derivada do nucleo 2,1,3-benzotiadiazola, um composto comercialmente disponivel e de
grande uso na quimica de compostos luminescentes.”” A esse nucleo foi acoplado uma
molécula de aminopiridina, estendendo seu esqueleto m e conferindo a propriedade de
transferéncia protonica intramolecular no estado excitado (ESIPT, sigla em inglés), um

mecanismo que estabiliza a molécula nesse estado estado mais energéticoe aumenta seu

60. Lourengo, A. L.; Abreu, P. A.; Leal, B.; da Silva Junior, E. N.; Pinto, A. V.; Pinto, M. C. F. R.; Souza, A.
M. T.; Novais, J. S.; Paiva, M. B.; Cabral, L. M.; Rodrigues, C. R.; Ferreira, V. F.; Castro, H. C.;
Identification of nor-B-lapachone derivatives as potential antibacterial compounds against enterococcus
faecalis clinical strain. Curr. Microbiol. 2011, 62, 684—689.
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deslocamento de Stokes.’’ A este composto foi inserido um alcino terminal para que,
através da reagao “Click”, fosse feito o acoplamento entre a porgdes fluorescente e bioativa
(quinona). O Esquema 21 ilustra a estratégia para o desenho do derivado naftoquinoidal

acoplado a 2,1,3-benzotiadiazola (Quinona-BTD).

R1*C%R2 R Primeira substituicao
N N — ! (Substituinte estabilizante)

N\S/N

Fluorescente

: 8
3 {>;H Substituinte
N\S/N estabilizante

Sem fluorescéncia
Substancia com
atividade antitumoral e

tripanocida (51)
Fluorescente
Triazol @
(porgédo que acopla
os nucleos)

N=N
| \>—<} Substituinte estabilizante
N
7 N—g—N N Y,
Derivado de e
Lapachona ﬁ Substituinte com possibilidade de

transferéncia protdnica no estado
excitado (ESIPT)
Possivel substéancia
Fluorescente

Esquema 21. Proposta para obtencdo do composto luminescente com atividade bioldgica.

A proposta sintética se trata de uma rota convergente e a sintese dos compostos
chave 3-azido-nor-f-lapachona (10) e do derivado 2,1,3-benzotiadiazola (51) para
posterior acoplamento via reagdo de cicloadi¢ao 1,3-dipolar foi realizada com sucesso.

Para a obtencdo do intermediario naftoquinoidal 3-azido-nor-B-lapachona (10),
inicialmente, o material de partida, lapachol (1), foi convertido em nor-lapachol (12) via
reacdo conhecida como oxidag¢do de Hooker (Esquema 22).>* O intermediario de Hooker
(53), o qual foi utilizado para obtengdo do nor-lapachol (12) em 70% de rendimento, foi

preparado a partir do lapachol (1) em bom rendimento, 65%.

61. Zhao, J.; Ji, S.; Chen, Y.; Guo, H.; Yang P.; Excited state intramolecular proton transfer (ESIPT): from
principal photophysics to the development of new chromophores and applications in fluorescent molecular
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Esquema 22. Obtencao do nor-lapachol (12) via oxidagdo de Hooker.

Essa metodologia permite a obtencdo do produto sem a necessidade de purificacao
por métodos cromatograficos. O intermediario de Hooker (52) foi obtido como um sélido
branco com faixa de fusao entre 119-120 °C.

O nor-lapachol (12) foi obtido como um soélido alaranjado, faixa de fusao entre 119-
120 °C. O espectro de RMN de 'H (Figura 14) esta em concordancia com a literatura.’'
Foram observados dois dupletos em 6 1,68 (J= 1,2 Hz) e em ¢ 1,99 (J = 1,2 Hz) referentes
aos hidrogénios metilicos e dois multipletos referentes aos hidrogénios do anel aromatico,
em o 8,20-8,08 ¢ em 0 7,65-7,80. Os sinais em ¢ 8,20-8,08 mais desblindados sdo
atribuidos aos hidrogénios vizinhos aos grupos carbonila que exerce um efeito

caracteristico a substancias quinoidais deslocando os sinais para campo alto como

mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H do nor-lapachol (12) (200 MHz, CDCl3).

probes and luminescent materials. Phys. Chem. Chem. Phys. 2012, 14, 8803—-8817.
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A primeira etapa, o método conhecido como oxidac¢ao de Hooker, leva o lapachol a
perda de uma unidade metilénica (Esquema 23). O mecanismo dessa reagdo nao foi
completamente elucidado, mas se sabe que passa pela formagdo de um intermediario
indanocarboxilico, também conhecido como “Intermediario de Hooker” (52).%
Recentemente, Eyong e colaboradores® descreveram uma proposta mecanistica para a
oxidacdo de Hooker (Esquema 23), iniciando com a oxidagdo da dupla ligacdo do anel
quinoidal, levando ao intermediério instavel epoxi-alcool A. A abertura do epoxi em meio
basico leva a B, que, através de um rearranjo do tipo “acido benzilico” resulta no
intermediario de Hooker (52). Uma clivagem oxidativa do diol vicinal leva a D, o qual,

através de uma condensagdo aldolica intramolecular, leva a espécie E. Finalmente uma

descarboxilagdo resulta no nor-lapachol (12).

(0] (0] o
OH H,0, OH o}
—_—_—. —_—
O‘ Na;CO3 © OH
X X X
(6] (0] (0]
Lapachol (1) A B
léH
o
Clivagem oxidativa HQ co.H Rearranjo do acido Q OH
CO,H do diol vicinal OH benzilico -
S ~ Ol
o OH h
o o~ o o
D Intermediario de C
Hooker (52)
Condensacgao
alddlica
intramolecular
HO,C OH (0]
O N Descarboxilagédo O N
OH OH
E O (0]
Nor-lapachol (12)

Esquema 23. Mecanismo proposto para a oxidagao de Hooker (adaptado da Ref. 63).

62. Lee, K.; Turnbull, P.; Moore, H. W.; Concerning the mechanism of the Hooker oxidation. J. Org. Chem.
1995, 60, 461-464.

63. Eyong, K. O.; Puppala, M.; Kumar, P. S.; Lamshoft, M.; Folefoc, G. N.; Spiteller, M.; Baskaran S.; A
mechanistic study on the Hooker oxidation: synthesis of novel indane carboxylic acid derivatives from
lapachol. Org. Biomol.Chem. 2013, 11, 459-468.
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A proxima etapa foi a preparagdo do derivado bromado (13), a partir do nor-
lapachol (12) em reacdo com Br, em diclorometano a baixa temperatura. Essa reagdo tem
inicio com a adi¢cdo do bromo a dupla ligagdo, formando o ion bromdnio. Um ataque

nucleofilico pelo par de elétrons do oxigénio leva a formagéo do produto (Esquema 24).”'

(0]
OH ~ _
O + Br—Br -Br
/ —_—
(e} \/

(12)

Esquema 24. Mecanismo de formacao do derivado bromado 13.

Houve a formagdo do produto de coloragdo alaranjada, com rendimento
quantitativo. Apesar da instabilidade do produto, que em geral € preparado e utilizado logo
em seguida, uma pequena fragdo da substancia foi isolada e imediatamente caracterizada
por RMN de 'H. Foram observados dois simpletos referentes aos hidrogénios dos dois
grupos metila em ¢ 1,60 e 1,85, um sinal simpleto em ¢ 5,30, referente ao hidrogénio do
carbono ligado ao bromo e dois multipletos referentes aos hidrogénios do anel aromatico,
em o0 8,20-8,10 e em ¢ 7,80-7,60 (Figura 15). O sinal simpleto em ¢ 5,30 referente ao
hidrogénio 3 foi propositalmente destacado devido a proxima etapa sintética envolver a
troca do atomo de bromo pelo grupo azida e o efeito de blindagem caracteristico para o
hidrogénio neste sitio confirmaa obten¢ao do produto 3-azido-nor-fS-lapachona (10).

Outro sinal caracteristico foi observado como um multipleto em ¢ 8,20-8,10
referente ao hidrogénio 6 que devido ao efeito das carbonilas (orfo), apresenta-se mais

desblindado. Este sinal foi assinalado considerando dados previamente descritos.**

64. da Silva Junior, E. N.; de Souza, M. C. B. V_; Pinto, A. V.; Pinto, M. C. F. R.; Nogueira, C. M.; Ferreira,
V. F.; Azeredo, R. B. V.; Complete and unambiguous assignments of 'H and "*C chemical shifts of new
arylamino derivatives of ortho-naphthofuranquinones. Magn. Reson. Chem. 2008, 46, 1158-1162.
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Figura 15. Espectro de RMN de 'H da 3-bromo-nor-B-lapachona (13) (200 MHz, CDCl5).

A reagdo de substituicdo do bromo no composto 13 por azida foi realizada pela
reacdo entre 13, e azida de sédio (excesso) em diclorometano.”> O mecanismo de
substitui¢do ocorre com a assisténcia anquimérica exercida pelo par de elétrons do
oxigénio do anel C, facilitando a saida do bromo com a formagdo do cation oxdnio. Entdo
ocorre o ataque do grupo azida na espécie positiva formada, como mostrado no Esquema

25.

Esquema 25. Mecanismo de formacao do composto 10.

O rendimento da reagdo foi quantitativo e o produto obtido como um solido
amarelo com ponto de fusdao de 200-202°C. O espectro de RMN de 'H (Figura 16) esta

. 26 . . . A
concordante com a literatura,” revelando dois simpletos referentes aos hidrogénios dos
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dois grupos metila em ¢ 1,60 e 6 1,85. Multipletos em ¢ 8,20-8,10 e 6 7,80-7,65 referentes
aos hidrogénios do anel aromdtico e um simpleto em 0 4,70 referente ao hidrogénio do

carbono ligado ao grupo azida.

1’e2’
—"
7-9

‘ 3 1

39

0

6 & §
10 | |I ; I.'

Figura 16. Espectro de RMN de 'H da 3-azido-nor-B-lapachona (10) (200 MHz, CDCls).

ApOs a preparagao do analogo azido quinoidal foi iniciado a sintese do derivado da
2,1,3-benzotiadiazola, necessaria para a conclusdo da rota sintética proposta.

Para a sintese do composto BTD-aminopiridina acoplado a um alcino terminal, o
material de partida foi a 4,7-dibromo-2,1,3-benzotiadiazola (19), comercialmente
disponivel. A primeira etapa foi o acoplamento da 4,7-dibromo-BTD (19) ao grupo
aminopiridina, a fim de obter o composto (37), o qual, como relatado na literatura, foi
eficiente como marcador fluorescente seletivo para mitocondrias, como discutido
anteriormente.*® Sabe-se que esse composto ¢ capaz de realizar transferéncia
intramolecular protonica no estado excitado (ESIPT), através de um mecanismo
zwitterionico, no qual o proton da amina ¢ transferido para um dos nitrogénios do nucleo

benzotiadiazola, como mostrado no Esquema 26.
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Esquema 26. Mecanismo de ESIPT do composto 37, adaptado da referéncia 46.

O acoplamento da aminopiridina na 2,1,3-benzotiadiazola foi realizado através da
reacio de Buchwald-Hartwig™® e, interessantemente, como descrito por Neto e
colaboradores, ao acoplar-se a amina, o sistema ¢ desativado para uma segunda reagdo de
acoplamento e apenas o produto monossubstituido é obtido.** Como proposto por Shekhar
colaboradores,® essa reacdo tem inicio com a adicdo oxidativa do Pd° no haleto de arila
correspondente. Na sequéncia, a estrutura d pode ser formada por duas possiveis vias: (i)
pela substituicdo direta do haleto pela amina, através da formagdo de uma espécie com o
nitrogénio da amina coordenado ao paladio (b). A base forte entdo abstrai um préton da
amina. (ii) através de um intermedidrio alcoxido-Pd(II) (c¢). O grupo alcoxi retira um
proton da amina e ¢ substituido por esta levando a espécie d. Por fim, uma eliminagao

redutiva resulta no produto de acoplamento e regenera o catalisador (Esquema 27).%°
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Esquema 27. Ciclo catalitico do acoplamento de Buchwald-Hartwig (adaptado da Ref.
65).

O produto foi obtido em 47% de rendimento como um sélido amarelo com ponto de
fusdo na faixa de 147-149°C. O espectro de RMN de 'H (Figura 17) se mostrou de acordo
com a literatura.** Foi realizado um experimento de RMN de *C-APT, que é uma técnica
capaz de diferenciar os atomos de carbono com relacdo ao numero de hidrogénios
diretamente ligados. Carbonos quaterndrios e carbonos ligados a 2 atomos de hidrogénio
aparecem em fase diferente dos carbonos ligados a 1 ou 3 atomos de hidrogénio. Neste
espectro (Figura 18), foi possivel se observar em todos os sinais dos carbonos
monohidrogenados (6 147,7; 137,6; 133,9; 116,4; 111,6 e 111,3) e quaternarios (154,0;
152,9; 147,9; 132,2 ¢ 102,4).

65. Kiirti, L.; Czako, B.; Strategic applications of named reactions in organic synthesis. Elsevier Academic
Press, Boston. 2005. p. 70.
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H da Br-BTD-aminopiridina (37) (300 MHz, CDCl3).

137.604
116.446
= 111670
111,347
102.452

LA B O S B S St S B B S 11 N BN S S S B B B S B B S p
150 140| 130 120 110 100 90 80

Figura 18. Espectro de RMN de BC-APT do composto (37) (75 MHz, CDCl,).

A préxima etapa consistiu em acoplar um alcino terminal ao nucleo da BTD-
aminopiridina (37). Para tal foi escolhido o alcino protegido trimetilsililacetileno, a fim de
evitar que um duplo acoplamento ocorresse ao alcino. Foi realizado entdo um acoplamento
cruzado de Sonogashira, reagdo utilizada para acoplar alcinos terminais a carbonos sp*. A
primeira etapa ¢ uma adigio oxidativa do Pd’ ao haleto de arila (a). Ha a formagdo de um

acetileto de cobre que entdo sofre uma transmetalagdo com (a) levando a formacao de (b),
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que por fim sofre uma eliminagdo redutiva, resultando no produto de acoplamento (54)

(Esquema 28).

N/ \ N/_\
TMS%QNH Bf
/B / —=
L.Pd© N. N
NN n lil y
(53) (37)
Adicao
oxidativa
\N (@
Eliminagéo Ln Pd(”’
redutiva
S Transmetalacéo
\
H
N—/ Y /
CupB =

NH ' TMS/

h H

\ /

L,Pd®™  N-S =
|| ®) TMS/\\
Cu Cu'x
=z
T™S ™S
RN HX
R3N

Esquema 28. Ciclo catalitico do acoplamento de Sonogashira (adaptado da Ref. 65).

Esse produto ¢ instavel e ndo pode ser isolado. Ao término da reacdo foi realizada
uma reagio de desprotegdo com fluoreto de potassio em metanol a 50 C (Esquema 29).
Esse método ¢ muito utilizado para retirar grupos protetores com silicio.”” O produto

formado (55) in situ foi, em seguida, utilizado na reagdo “Click”.

/
N A N/ A
TMS%QN KF, MeOH }QN
! \N H 7\ H
& NN
(53) (51)

Esquema 29. Desprotecdo do alcino para a formagao da substancia S1.
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Foi entdo realizado o acoplamento entre o nucleo quinoidal (10) e a BTD (51) via
reagdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por Cu(I), também conhecida como quimica

“Click”, obtendo-se o produto alvo inédito 54, como descrito no Esquema 29.”

7
‘e
CuSO, 5H,0

N ascorbato de sédio
I\ - =
N CH,CI,/H,O
S
(51)

(54) 70%

Esquema 30. Obten¢ao da Quinona-BTD via quimica “Click”.

Quando o catalisador de Cu(I) ¢ utilizado, essa reacdo ¢ regioseletiva e leva a
formagdo do triazol 1,4.°° O catalisador escolhido foi o sulfato de cobre (II)
pentahidratado, que ¢ reduzido in situ a espécie ativa Cu(I), devido a presenga do ascorbato
de s6dio. O mecanismo proposto atualizado foi publicado por Worrell e colaboradores e
indica a participacdo de dois atomos de cobre quimicamente equivalentes agindo de forma
concertada para a formacao do triazol. Inicia-se com a coordenagdo (a) de um atomo de
cobre ao alcino. Ocorre a formagao do acetileto de cobre (b), o qual entdo coordena a
azida, formando a espécie (¢). O proximo passo ¢ o ataque nucleofilico do nitrogénio da
azida ao carbono f do acetileto que forma a primeira ligagdo covalente C-N, produzindo a
estrutura (d), que rearranja para a estrutura (e), a qual, por fim, sofre uma eliminagdo

redutiva levando ao triazol e regenerando o catalisador (Esquema 31).
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Esquema 31. Ciclo catalitico de formacao do triazol 1,4 (adaptado da ref. 66).

A quinona-BTD (54) foi obtida em 70% de rendimento, como um soélido alaranjado
com uma faixa de fusdo de 198,6-199,3°C. A substancia 54 foi plenamente caracterizada
via técnicas espectroscopicas de RMN de 'H e "“C. Foram também realizados
experimentos de infravermelho e espectrometria de massas de alta resolu¢do. Em relagao
ao espectro de RMN de "H (Figura 19), destacam-se os sinais simpletos em J 1,81 e 6 1,30,
referentes aos hidrogé€nios metilicos, um simpleto em J 5,30 bastante desblindado quando
comparado ao derivado azido (10), referente ao hidrogénio do carbono metilénico ligado
ao anel triazodlico, e sinais multipletos em 0 8.60-8.15, ¢ 8.00-7.53 e 6 7.05-6.80, referentes
aos hidrogénios dos anéis aromaticos. O espectro de "*C (Figura 20) mostrou 27 sinais,

assim como o esperado para a estrutura proposta.

66. Worrell, B. T.; Malik, J. A.; Fokin, V. V_; Direct evidence of a dinuclear copper intermediate in Cu(I)-
catalyzed azide-alkyne cycloadditions. Science. 2013, 340, 457-460.
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H da quinona-BTD (54) (200 MHz, CDCls).
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Figura 20. Espectro de RMN de *C da quinona-BTD (54) (50 MHz, CDCL5).
No espectro de massas de alta resolugdo (Figura 21), foi possivel observar o valor

de 522,1340 [M+H]", compativel com o valor calculado para C,;H;oN,O;SH" = 522,1348.

(0.101) 15 (1.00,1.00) C2THIGNTOISH

TOF MS ESe

b 5221348 680612
Simulado
LI
5231376
5241362
525 |1363

(0.435) Sm (SG, 2¢4.00). Cn (1:30) TOF MS ES+
100 R0 23285

Obtido
#
523 ms
} 5241455
f
| I\ 56261485

L \ .
T T 1 T T T T miz
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Figura 21. Espectro de massas de alta resolugdo da quinona-BTD (54).
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3.2. Avaliacao Farmacologica

A quinona-BTD (54) foi submetida a estudos farmacologicas e sua atividade
citotoxica foi avaliada contra 20 linhagens de células tumorais e 3 linhagens de células
normais. Estes estudos foram realizados em colaboracao com grupo da Professora Doutora
Claudia Pessoa, da Universidade Federal do Cear4. Doxorubicina, um composto utilizado
no tratamento do cancer, foi utilizado como controle positivo. Os compostos foram
avaliados in vitro, baseado no ensaio MTT,%” contra as seguintes linhagens celulares:
MOLT-4 (leucemia), CEM (leucemia), K562 (leucemia), HL-60 (leucemia), OVCAR-8
(ovarios), MDA-MB-435 (mama), MDA-MB-231 (mama), MCF-7 (mama), HS-578-T
(mama), MX1 (mama), HS578t (mama), SW-620 (c6lon), HCT-8 (c6lon), COLO-205
(colon), HCT-15 (colon), SF295 (sistema nervoso central), PC3 (prostata), DU-145
(prostata), UACC-62 (melanoma) e NCI-H358 (carcinoma de pulmdo de células nao
pequenas). As linhagens de células normais utilizadas foram V79 (fibroblastos murinos),
L929 (fibroblatos murinos) e PBMC (células mononucleares de sangue periférico
humano). A tabela 2 e a figura 22 apresentam os resultados obtidos. Nota-se que o
derivado naftoquinoidal 54 foi altamente ativo (ICsp < 2 uM) frente a todas as linhagens de
células tumorais, sendo que, em 6 delas (MDA-MB435, SF-295, HS578t, SW-620, HS-
578-T e NCI-H358) foi mais ativo que o controle positivo, doxorubicina. Foi observado
também que, frente as linhagens de células normais, 54 se mostrou muito menos citotoxico
que a doxorubicina, sendo considerado apenas moderadamente ativo™ (2 pM < ICso < 10
uM) frente a essas linhagens. Foi calculado o indice de seletividade, a razdo entre as
citoxidades das linhagens de células normais versus linhagens de células tumorais,
calculada pela formula: ICs (células normais) / ICsy (células tumorais), para a quinona-

BTD 54 assim como para a doxorubicina. Os valores encontram-se na Tabela 3.

67. Mosmann, T.; Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and
cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods. 1983, 65, 55-63.
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UFMG

Tabela 2. Atividade citotoxica apresentada pelo quinona-BTD (54) e pelo controle

positivo Doxorubicina.”

ICso (M) (95% CI)

Linhagens celulares

54 Doxorubicina

HL-60 0,48 (0,30-0,59) 0,06 (0,007-0,011)
OVCAR-8 1,13 (0,97-1,32) 0,93 (0,79-1,06)
MDA-MB435 0,59 (0,44-0,74) 0,88 (0,65-1,02)
SF295 0,74 (0,69-0,78) 1,01 (0,87-1,25)
HCT-8 0,57 (0,47-0,69) 0,46 (0,34-0,52)
PC3 0,86 (0,70-0,97) 0,45 (0,38-0,53)
DU-145 0,80 (0,67-0,92) 0,37 (0,26-0,50)
MCF-7 1,24 (0,55-0,76) 0,61 (0,55-0,83)
MX1 0,63 (0,51-0,74) 0,14 (0,03-0,19)
HS578t 0,57 (0,42-0,78) 0,75 (0,58-0,92)
MOLT-4 0,53 (0,23-0,61) 0,09 (0,01-0,12)

CEM 0,59 (0,51-0,65) 0,04 (0,002-0,09)
K562 0,69 (0,57-0,86) 0,46 (0,31-0,64)
SW-620 0,55 (0,28-0,67) 0,77 (0,61-0,84)
COLO-205 0,78 (0,63-1,03) 0,59 (0,34-0,76)
HS-578-T 0,59 (0,42-0,74) 0,83 (0,64-1,03)
UACC-62 1,05 (0,93-1,16) 0,70 (0,52-0,81)
MDA-MB-231 0,61 (0,51-0,69) 0,62 (0,49-0,85)
HCT-15 0,57 (0,47-0,65) 0,41 (0,28-0,60)
NCI-H358 0,70 (0,59-0,80) 0,90 (0,73-1,14)
L929 2,84 (2,55-3,11) 0,51 (0,47-0,58)
V79 2,61(2,27-3,02) 0,37 (0,18-0,56)
PBMC 3,98 (3,51-4,35) 0,90 (0,78-1,14)

“Resultados para linhagens celulares cancerosas € normais, obtidas por regressdo ndo linear

para todas as linhagens por 3 experimentos independentes.
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Figura 22. Atividade citotoxica contra vinte linhagens de células tumorais e trés linhagens

de células normais para a substancia 54 e doxorubicina.

Tabela 3. Indice de seletividade [Razdo entre as citotoxidades, expressas como ICso (M),

contra L929, V79 e PBMC e as linhas de células tumorais referidas]. Quinona-BTD (54) e

doxorubicina entre parénteses.

Linhagens de células

Linhagens celulares normais

tumorais L929 V79 PBMC
HL-60 591 (8,5  543(6,16) 829 (15,0)
OVCAR-8 2,51 (0,54) 2,30 (0,39) 3,52 (0,96)
MDA-MB435 481 (0,57) 4,42 (0,42) 6,74 (1,02)
SF295 3,83 (0,50)  3,52(0,36) 5,37 (0,89)
HCT-$ 4,98 (1,10)  4,57(0,80) 6,98 (1,95)
PC3 330 (1,13) 3,03 (0,82) 4,62 (2,0)
DU-145 3,55(1,37)  326(1,0) 4,97 (2,43)
MCF-7 229 (0,83)  2,10(0,60) 3,20 (1,47)
MX1 4,50 (3,64) 4,14 (2,64) 6,31 (6,42)
HS578t 4,98 (0,68) 4,57 (0,49) 6,98 (1,20)
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MOLT-4
CEM
K562

SW-620
COLO-205
HS-578-T
UACC-62
MDA-MB-231
HCT-15
NCI-H358

5,35 (5,66)
4,81 (12,75)
4,11 (1,10)
5,16 (0,66)
3,64 (0,86)
4,81 (0,61)
2,70 (0,72)
4,65 (0,82)
4,98 (1,24)
4,05 (0,56)
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4,92 (4,11)
4,42 (9,25)
3,78 (0,80)
4,74 (0,48)
3,34 (0,62)
4,42 (0,44)
2,48 (0,52)
4,27 (0,59)
4,57 (0,90)
3,72 (0,41)

7,50 (10,0)
6,74 (22.5)
5,76 (1,95)
7,23 (1,16)
5,10 (1,52)
6,74 (1,08)
3,79 (1,28)
6,52 (1,45)
6,98 (2,19)
5,68 (1,0)

Observa-se que, em comparagdo com a doxorubicina, os indices de seletividade sao

favoraveis ao derivado naftoquinoidal, sendo que, em sua maioria, 54 apresenta valores

maiores do que os valores observados para o controle positivo.

3.3. Fotofisica

As propriedades fotofisicas da quinona-BTD (54) foram avaliadas e estdo na Tabela

Tabela 4. Dados de fotofisica da quinona-BTD (54).

A Lo A Deslocamento
Substancia Solvente e 8 (e) PR de Stokes
(abs)(nm) € (em)(nm)

(nm)

Acetonitrila 446 3,95 9083 598 152

Acetato de etila 453 3,72 5258 590 137

Tolueno 459 3,93 8631 578 119

Quinona-  Diclorometano 455 4,00 10128 592 137

BTD (54) Etanol 455 4,00 10067 605 150
Hexano 465 4,02 10503 - -

DMSO 461 3,77 5927 614 153
Agua 444 327 1889 - -

“valores para solugdes (10™).
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Nas Figuras 23 e 24 sdao mostrados os espectros de UV-vis (absor¢ao)
efluorescéncia (emissao) da substancia 54.

O rendimento quantico de fluorescéncia foi calculado através de comparagdo com
um padrio de H-BTD-NHPy (38). A curva de absor¢do da quinona-BTD (54) e do padrao
foram plotadas no mesmo grafico e o ponto no qual as curvas se interceptaram foi anotado,
para que nesse comprimento fosse excitada uma amostra de ambos. As areas das curvas de

excitacdao de 54 e da BTD foram utilizadas na seguinte equacao:

©a= @p. (Grada. n°4) / (Gradp. n’p)

Onde:
¢a = Rendimento quéntico da amostra; gp = Rendimento quantico do padrdo; Grada =
Area da curva de emissdo da amostra; Gradp = Area da curva de emissio do padrido; na =
Indice de refragdo do solvente da amostra; s = Indice de refragéo do solvente do padrio

O rendimento quantico de fluorescéncia encontrado para a substancia (54) em
acetonitrila foi 0,02, um valor considerado muito baixo para o uso como sistema
luminescente. Como pode ser observada na Figura 25, a intensidade de fluorescéncia da

quinona-BTD (54) em comparacdo com derivado da BTD (38) ¢ muito pequena.

Etanol

Hexano

0,12

0,08

Absorbancia

0,04

0,00 T T T
400 450 500 550

A (nm)

Figura 23. Espectros de absor¢do em diversos solventes para a quinona-BTD (54).
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Figura 24. Espectros de emissdo em diversos solventes para a quinona-BTD (54).

800
~— H-BTD-NHPy
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'
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Figura 25. Espectros de emissdo a quinona-BTD (54) e o derivado benzotiadiazélico (38).

Depois de avaliados os aspectos fotofisicos da quinona-BTD (54), foi notado que a
quinona-BTD nao apresenta caracteristicas para atuar como agente luminescente, apesar de

apresentar significativa atividade antitumoral. A molécula apresentou potente atividade
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antitumoral, mas baixo padrao de luminescéncia com um valor de rendimento quantico de
0,02, quando comparado com a H-BTD-NHPy (38), que apresentou rendimento quéntico
igual 2 0,31.*

A baixa fluorescéncia de 54 pode ser atribuida a uma liberdade rotacional em torno
da ligacao triazolica-BTD, que pode ter desfavorecido a formagdo de estruturas bem

ordenadas, interacdes m-m* e a conjugacdo do sistema como mostrado na Figura 26.

Desfavorece a formacéo de N. _N
estruturas bem ordenadas, \/ S
desfavorecendo interagées n-n* Pode desfavorecer a

conjugacao do sistema

_/

Figura 26. Hipotese para a perda da fluorescéncia na quinona-BTD (54).
3.4. Obtencao da Fenazina-BTD

Devido as propriedades fotofisicas apresentadas pela quinona-BTD (54)
impossibilitarem a utilizagdo desta molécula a fim de estudos de localizagdo subcelular, foi
decidido obter a fenazina desse composto, pois essa ¢ uma classe de heterociclicos que, em
geral, apresentam fluorescéncia.®® Varios derivados fenazinicos obtidos a partir de
quinonas derivadas da familia das lapachonas (foco deste trabalho) tiveram suas
propriedades fotofisicas estudadas e foram consideradas como importantes corantes com

aplicacdes diversas (Figura 27 e Esquema 32).%

68. Mavrodi, D. V.; Blankenfeldt, W.; Thomashow, L. S.; Phenazine compounds in fluorescent Pseudomonas
Spp. biosynthesis and regulation. Annu. Rev. Phytopathol. 2006, 44, 417-445.

69. (a) Pinto, A. V.; Pinto, C. N.; Pinto, M. C. F. R.; Emery, F. S.; de Moura, K. C. G.; Carvalho, C. E. M_;
Brinn, I. M.; Fluorescent symmetric phenazines from the reactions of B-lapachone and nor-p-lapachone with
ammoniating agents. J. Chem. Research (S), 1999, 650-651. (b) Carvalho, C. E. M.; Brinn, I. M.; Pinto, A.
V.; Pinto, M. C. F. R.; Fluorescent symmetric phenazines from naphthoquinones 3. Steady-state spectroscopy
and solvent effect of seven phenazine derivatives: structure—photophysics correlations. J. Photochem.
Photobiol. A: Chem. 2000, 136, 25-33. (c¢) Carvalho, C. E. M.; de Lucas, N. C.; Herrera, J. O. M.; Pinto, A.
V.; Pinto, M. C. F. R.; Brinn, I. M.; Fluorescent symmetric phenazines from naphthoquinones 4. Solvent
effect on time-resolved fluorescence. J. Photochem. Photobiol. A: Chem. 2004, 167, 1-9.
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Figura 27. Fenazinas descritas na literatura com importantes caracteristicas luminescentes.

Fenazina Fluorescente
Obtida a partir da p-lapachona pela
reacgdo com orto-fenilenodiamina

Esquema 32. Fenazina fluorescente obtida a partir da B-lapachona.

Para a obten¢do do derivado fenazinico a partir da quinona-BTD (54) foi realizada
a reacdo de 54 com orto-fenilenodiamina, em acido acético como solvente (Esquema 33).
O produto 55, ndo descrito na literatura, foi isolado em 75% de rendimento como um

solido alaranjado de ponto de fusdo 262,6-264,8 °C.

NH,
NHz J@ N-p
o) N
LN S
O‘ (SN ACOH, AcONa O‘ N
N-S N N-S
o)

,L/

’, O \N’, N
(54) 70% (55) 75%

Esquema 33. Fenazina-BTD (55) obtida a partir da quinona-BTD (54).

O mecanismo desta reacdo se inicia com o ataque nucleofilico do nitrogénio da
orto-fenilenodiamina a carbonila da quinona (54). A perda de agua leva a formagao da

imina. O processo se repete formando o anel fenazinico (Esquema 34).
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Esquema 34. Mecanismo de formacdo da fenazina 585.

A estrutura 55 também foi confirmada por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear 1D e 2D, por espectroscopia no infravermelho e por espectrometria de
massas. No espectro de RMN de 'H (Figura 28), destacam-se um duplo dupleto duplo em &
9,48, referente ao hidrogénio ligado ao carbono marcado como Al na Figura 28, muito
desblindado devido a compressdo estérica exercida pelo par de elétrons do nitrogénio do
grupo fenazina, simpleto em ¢ 6,77, referente ao hidrogénio E2. Um simpleto em J 8,22,
referente ao hidrogénio F1, pertencente ao anel triazdlico. Um dupleto em 6 8,52 ¢ um
dupleto em o 8,36, referentes aos hidrogénios G2 e G3, pertencentes ao nucleo
benzotiadiazola. Um simpleto em ¢ 1,85 e um simpleto em J 1,41, ambos referentes aos

hidrogénios metilicos E3 e E4.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H da Fenazina-BTD (55) (400 MHz, CDCl3).

Para a caracterizagdo inequivoca do composto, fez-se necessario o uso de técnicas
de RMN de 2D. As Figuras 29-36 mostram espectros de HSQC e HMBC obtidos em
CDCIl;. HSQC ¢ uma técnica de RMN que permite correlacionar nicleos de diferentes
tipos de atomos, que estejam ligados diretamente entre si, no caso o 'H e o °C. Na Figura
29, podem ser identificados os sinais dos carbonos E3 e E4 através de suas correlagdes
com os respectivos hidrogénios. A técnica de HMBC permite correlacionar nucleos de
diferentes tipos de atomos que estdo separados por duas ou mais ligagdes quimicas. No
espectro obtido ¢ possivel ver, através das manchas de correlagdes com os hidrogénios E3
e E4, os sinais dos carbonos E1, separado por duas ligagdes quimicas e E2, separado por 3

ligacdes quimicas.
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Figura 29. Expansao do espectro HSQC (vermelho) e HMBC (azul) da substancia (55) na
regido de & 1,9 a 1,4 ¢ 95 a 20 ppm (400 MHz, CDCI3).

As Figuras 30-34 também mostram espectros de HSQC e HMBC superpostos na
mesma imagem. Nota-se uma correlagdo no HMBC entre o hidrogénio E2 e o carbono F1,
indicando o sucesso da reagdo “click” (Figura 30). Os carbonos H3 ¢ H5 ndo foram bem
registrados no experimento de RMN de >C, porém sdo de facil identificacdo nos espectros
de HSQC e HMBC. O carbono H3 pode ser visto através de um sinal de HSQC mostrando
sua correlagdo com o hidrogénio correspondente (Figura 34). De forma andloga ¢ possivel
ver na Figura 32 o sinal de HSQC correlacionando o carbono H5 ao hidrogénio
correspondente (Figura 32). Os sinais de G2 ¢ G3 podem ser identificados através da
correlagdo pelo HMBC existente entre o carbono G1 e o hidrogénio G2 (detalhe da Figura
31). O carbono G3, que ndo aparece no espectro de RMN de "*C devido ao tempo de
relaxagdo, ¢ notado por sua correlagdo no HSQC com o hidrogénio correspondente (Figura
34). Os carbonos G5 e G6 apresentam deslocamentos quimicos bem similares e isso se
torna claro ao analisar o espectro de HSQC (Figura 33). Todos os deslocamentos quimicos
relacionados aos dtomos de carbono foram assinalados a partir dos espectros obtidos por

detecgdo inversa.
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Figura 30. Expansado do espectro HSQC (vermelho) e HMBC (azul) da substancia (55) na
regido de 6 9,7a 6,8 ¢ 127 a 112 ppm (400 MHz, CDCI3).
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Figura 31. Expansao do espectro HSQC (vermelho) e HMBC (azul) da substancia (55) na
regido de 6 9,6 a 7,6 e 134 a 129 ppm (400 MHz, CDCI13).
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Figura 32. Expansao do espectro HSQC (vermelho) e HMBC (azul) da substancia (55) na
regido de 6 9,5 a 6,7 e 162 a 140 ppm (400MHz, CDCls).
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Figura 33. Expansao do espectro HSQC (vermelho) e HMBC (azul) da substancia (55) na
regido de 6 9,7 a 6,4 ¢ 162 a 108 ppm (400 MHz, CDCI13).
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Figura 34. Expansao do espectro HSQC (vermelho) e HMBC (azul) da substancia (55) na
regido de 6 9,7 a 6,7 ¢ 162 a 110 ppm (400 MHz, CDCI13).

Finalmente, por espectrometria de massas de alta resolucdo foi verificada a massa

relacionada a BTD-Fenazina (55), como mostrado na Figura 35. A massa encontrada foi de

594.1780 [M+H]+, compativel com o valor calculado para, C33H23NgOSH' = 594.1824.

BTO-FENAZINA 01032013 (0.034) |5 (1.00,1.00) CI3H24NGOS TOF MS ES+
1004 504 1824 6.34e12
.
Simulado
LR
5951852
5061848
BTO-FENAZINA 01032013 3 (0.068) Sm (SG, 214 00), Sm (SB, 2x4 00), Sm (SG, 24 00), Cm (3.122) TOF MS ES+
1004 594 1780 3Ted
6951920
596.1668
5953895
. , , -
593 594 595 596 Ser

Figura 35. Espectro de massas de alta resolu¢do da BTD-Fenazina (55).
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A fim de verificar a atividade antitumoral da fenazina-BTD (55), esta foi submetida
a teste de citotoxidade frente as mesmas 20 linhagens de células tumorais e 3 linhagens de
cé¢lulas normais assim como realizado com a quinona-BTD (54). Infelizmente, os
resultados de citotoxidade ndo foram animadores, e para todas as linhagens avaliadas, tanto
de cancer como células normais, o valor de ICsy foi > 42 uM. Nesse aspecto como
substancia antitumoral a fenazina-BTD ndo se mostrou uma molécula ideal, mas a fim de
avaliar suas caracteristicas como luminescente, suas propriedades fotofisicas foram
estudadas, assim como seu potencial uso como marcador celular, tendo em vista que, sua
baixa citotoxidade a torna um excelente candidato para este fim.

A fenazina-BTD (55) mostrou interessantes propriedades fotofisicas, rendimento
quantico de fluorescéncia calculado em acetonitrila de 0,11 e, sendo praticamente nao
toxico, permitiu ser testado como sonda fluorescente no ambiente celular. As propriedades
fotofisicas da fenazina-BTD (55) foram avaliadas e sumarizadas na Tabela 5. Nas Figuras
36 e 37 sdo apresentados os espectros de UV-vis (absor¢ao) fluorescéncia (emissao) desse

composto, em diversos solventes.

0,15+

0,10 H

Etanol
DMSO

Absorbancia

0,05/,
Acetonitrila

Acetato de etila

0,00 -— I
420 490 560

A (nm)

Figura 36. Espectros de absor¢ao em diversos solventes para a fenazina-BTD (55).
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Figura 37. Espectros de emissdo em diversos solventes para a fenazina-BTD (55).
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Figura 38. Espectros de emissao a fenazina-BTD (55) e o derivado benzotiadiazoélico (38).
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Tabela 5. Dados de fotofisica da fenazina-BTD (55).

& max max Deslocamento
Molécula Solvente (ai:)(nm) Loge (¢) (:;)(nm) de Stokes (nm)
Acetonitrila 445 3.80 6387 606 161
Acetato de etila 462 3.80 6350 590 128
Fenazina- Tolueno 459 3.88 7529 589 130
BTD (55)  Diclorometano 452 3.80 6410 599 147
Etanol 454 3.86 7231 610 156
Hexano - - - - -
DMSO - - - - -

O composto 54 (quinoidal) ndo apresentou bons resultados nos experimentos de

bioimagem, devido a sua baixa intesindade de fluorescéncia. No entanto, resultados

promissores foram obtidos quando 55 foi testado (Figura 39).
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Figura 39. MDA-MB-231 marcado com 55 em adi¢do ao corante comercial DAPI e
imagens de contraste de fase. (A) e (E): nucleo marcado com DAPI (azul). (B) e (F):
padrdo de fluorescéncia associado com a regido perinuclear junto a uma sensivel marcag¢ao
homogénea através do citoplasma (verde) obtido com 55. E importante ressaltar que
nenhuma marcagao verde sobre o nucleo ¢ notada. (C) e (G): sobreposi¢dao de DAPI ¢ 55,
enquanto (D) e (H) mostram imagens de contraste de fase de MDA-MB-231 morfologia de

células normais.
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A linhagem MDA-MB-231 marcada com 55 mostrou um padrao de fluorescéncia
associado com a regido perinuclear junto a uma sensivel marcacdo homogénea através do
citoplasma. Ressalta-se que nenhum sinal pode ser observado no nucleo celular. Essa
caracteristica demonstra uma alta afinidade de 55 com as moléculas do citoplasma. E bem
conhecido que o nucleo celular possui varias matrizes de poros e € aceito que molécula
com massa molecular abaixo de 40kDa possuem transito livre entre o citoplasma e o
nucleo.” No entanto, a despeito da baixa massa molecular de 55, o composto nio foi
encontrado no nucleo, como poderia ser esperado. O sinal fluorescente adquirido nas
imagens foi muito forte, mostrando uma ampliada capacidade de emissdao de fotons por
parte dessas moléculas apds sua associagdo com moléculas organicas, efeito conhecido
como “light up”.”" O sinal de fluorescéncia apresentou um efeito de fotobranqueamento
muito lento nas condigdes padrdes de operagdo da microscopia confocal, o que ¢ uma
caracteristica muito relevante para pequenas sondas fluorescentes. Finalmente, estes
resultados indicam que o sitio de agdo preferencial do composto planejado deve ser a
regido perinuclear. Apesar de experimentos adicionais serem necessarios para confirmar

isso, os dados obtidos ddo suporte a essa hipotese.

70. Marfori, M.; Mynott, A.; Ellis, J. J.; Mehdi, A. M.; Saunders, N. F. W.; Curmi, P. M.; Forwood, J. K;
Boden, M.; Kobe, B.; Molecular basis for specificity of nuclear import and prediction of nuclear localization.
Biochim. Biophys. Acta-Mol. Cell Res. 2011, 1813, 1562-1577.

71. Nadler, A.; Schultz, C.; The power of fluorogenic probes. Angew. Chem., Int. Ed. 2013, 52, 2408-2410.
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4. CONCLUSAO

Todos os compostos inéditos planejados foram obtidos e caracterizados por
experimentos de ressonancia magnética nuclear, infravermelho e espectrometria de massas
de alta resolugdo. A quinona-BTD 54 apresentou potente atividade citotoxica frente as
vinte linhagens de células tumorais avaliadas, se mostrando inclusive mais ativa que a
doxorrubicina, que foi utilizada como controle positivo. Frente as trés linhagens de células
normais avaliadas o composto apresentou menor citotoxidade do que a doxorrubicina.
Infelizmente, devido a sua baixa fluorescéncia o derivado 54 ndo foi considerado um
candidato ideal para estudos de localizacdo subcelular. No entanto, a fenazina-BTD 55
apresentou excelentes caracteristicas fotofisicas para a aplicagdo em sistemas
luminescentes. O composto 55 ndo € citotoxico frente a todas as linhagens celulares
testadas, tornando-se excelente para estudos de imageamento celular, avaliando assim seu
potencial como sonda fluorescente. O estudo foi realizado com éxito e evidenciou que a

localizacdo preferencial da substancia é a regido perinuclear da célula.
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1. INTRODUCAO
1.1. Estratégias para a obtencdo de lapachonas bioativas

Diferentes estratégias sdo empregadas para a obtencdo de naftoquinonas com
atividade biologica.”” Dentre as estratégias recentemente descritas para obtencdo de
substancias bioativas a partir de prototipos como a pf-lapachona (2), podem-se
exemplificar, a modificacdo dos anéis A e C e a modificacdo do centro redox como

2
mostrado no Esquema 35. 373

0]
OH O e
Modificagéo O| Madificagéo
no anel A . B no anel C O
o (o
)

Modificagédo no
centro redox

Esquema 35. Estratégias de modificagao da f-lapachona (2).

Recentemente, resultados promissores foram obtidos com a inser¢do de
substituintes no anel C da nor-a-lapachona (5) e nor-g-lapachona (6).>***° Na introdugio
do Capitulo 1 foram previamente discutidas rotas sintéticas para obtencao de derivados

obtidos por substitui¢do no anel C de lapachonas.

72. Ferreira, V. F.; Ferreira, S. B.; da Silva, F. C.; Strategies for the synthesis of bioactive pyran
naphthoquinones. Org. Biomol. Chem. 2010, &, 4793-802.

73. (a) Rocha, D. R.; Souza, A. C. G.; Resende, J. A. L. C.; Santos, W. C.; Santos, E. A.; Pessoa, C.;
Moraes, M. O.; Costa-Lotufo, L. V.; Montenegro, R. C.; Ferreira, V. F.; Synthesis of new 9-hydroxy-a- and
7-hydroxy-b pyran naphthoquinones and cytotoxicity against cancer cell lines. Org. Biomol. Chem. 2011, 9,
4315-4322. (b) Pinto, A. V.; Pinto, M. D. F. R.; Gilbert, B.; Pellegrino, J.; Mello, R. T.; Schistosomiasis
mansoni: blockage of cercarial skin penetration by chemical agents: I. naphthoquinones and derivatives.
Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 1977, 71, 133-135.
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Da Silva Junior e colaboradores descreveram derivados mais ativos do que o
benznidazol (58), firmaco utilizado no tratamento da doenga de Chagas, através da
inser¢do de substituintes arilamino no anel C da nor-B-lapachona (6).” No Esquema 36 sio
apresentados exemplos de nor-f-lapachonas substituidas 59-61 com atividade tripanocida.
E importante salientar que a inser¢do desses grupos no anel C da nor-B-lapachona (6),
substancia inativa contra o 7. cruzi, gera derivados ativos e potenciais candidatos a
farmacos tripanocidas. A substincia 63 ¢ mais ativa do que nor-B-lapachona (6) e
benznidazol (60) com valor de 1Cs¢/24h = 86,3 uM. Os valores de 1Csy/24h sdo descritos

para a forma tripomastigota do 7. cruzi.

0]
[\
0 "D
Nor-B-lapachona (6) NO, H

IC5¢/24h > 4800 uM Benznidazol (58)
IC50/24h = 103.6 % 0.6 uM

IC5y/24h = 140,8 uM

Esquema 36. Nor-B-lapachonas arilamino substituidas com atividade tripanocida.
Também avaliando o desempenho de naftoquinonas frente ao 7. cruzi, foram

realizadas modificagdes na estrutura da nor-a-lapachona (5) e a-lapachona (62) (Esquemas

35 e 36). A o-lapachona (62) ¢ inativa contra o 7. cruzi em sua forma tripomastigota
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etornou-se ativa quando realizada a insercao do grupo arilamino no anel C, analogo (63)

(Esquema 37).7

(0] (0]
(0] 0]
O‘ C Modificagédo O‘ C
no anel C
o —> O HN
a—Lapachona (62) 63) \©
1C5(/24h > 4800 M
h = 1C5¢/24h =342,0 uM

Esquema 37. Modificagdo no anel C para obtengdo de 63, derivado com atividade

tripanocida.

Modificacdes na nor-a-lapachona (5) também foram descritas recentemente.”* A
modificacdo no centro redox através da inser¢do de um grupo oxirdnico se mostrou
infrutifera. Resultado positivo foi obtido quando foi realizada a inser¢ao do grupo azida no
anel C. Pode-se observar que, diferentemente do que ocorreu com a a-lapachona (62), a

insercdo do grupo arilamino nao melhorou a atividade tripanocida (Esquema 38).

0]
o 0] O
0] Modificacdo O‘ Modificacéo
anel C anel C O‘ 0
T Ga— ) >
(64) \© Nor-a-lapachona (5) ©5) O N;

1Cs0/24h >4000 pM 1Csp/24h >4800 ICsy/24h = 1793 uM

Modificagao
centro redox
O
CrI

(66) O
1C5(/24h >4000 pM

Esquema 38. Modificagdes visando a obtencdo de substancias tripanocidas.

74. da Silva Junior, E. N.; de Souza, M. C. B. C.; Fernandes, M. C.; Menna-Barreto, R. F. S.; Pinto, M. C. F.
R.; Lopes, F. A.; de Simone, C. A.; Andrade, C. K. Z.; Pinto, A. V.; Ferreira, V. F.; de Castro, S. L.;
Synthesis and anti-Trypanosoma cruzi activity of derivatives from nor-lapachones and lapachones. Bioorg.
Med. Chem. 2008, 16, 5030-5038.
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As nor-f-lapachonas arilamino substituidas também foram descritas com forte
atividade antitumoral (ICso < 1 uM) frente a 6 linhagens de células cancerigenas, SF-295
(sistema nervoso central), HCT-8 (c6lon), MDAMB-435 (melanoma), HL-60 (leucemia),
PC-3 (prostata) e B-16 (melanoma murino).”® Dentre as substincias obtidas, destacam-se
os derivados 67 e 68 (Esquema 39), os quais apresentaram melhores resultados citotoxicos
e também seletividade frente a células normais PBMC (células mononucleares de sangue
periférico). A descoberta desses compostos evidenciou a importancia de um estudo de
estrutura versus atividade, no qual os autores descreveram uma gama de substancias com a
presenca de grupos doadores e retiradores de elétrons no anel arilamino, favorecendo a
obtencao de duas substancias com caracteristicas eletronicas diferentes nesse anel, mas

com potente atividade contra diferentes linhagens tumorais.

HCT-8 ICsg = 0,15 uM
Selectivity Index (PBMC vs. HCT-8) = 87,80

OMe

S o,

(68)

MDA-MB435 IC5q = 0,19 uM
Selectivity Index (PBMC vs. MDA-MB435) = 26,42

Esquema 39. Sintese de nor-f-lapachonas arilamino substituidas com potente atividade

antitumoral.

Uma estratégia para a sintese de derivados substituidos no anel C a partir da a-
lapachona (62) ¢ a insercdo do bromo na posi¢do 4, através da reacdo com N-bromo
succinimida e posterior substituicdo. Através do intermediario bromado, Guimardes e
colaboradores® obtiveram compostos 1,2,3-triazélicos com potente atividade contra

leishmania (Esquema 40). Em geral, todas as substancias descritas foram mais ativas do
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que o sal de Sb(III), usado como farmaco padrdo, e as substancias descritas se mostraram

como boas estruturas para estudos mais abrangentes de mecanismos de agao.

NBS 0
0] 1. Per6x. Benzoila 0 _ 0
o 0 R
ccly, — c
(T . Nats (LI Ao ot S5
C CH.O sc. de Sadio
o %12 (o) N CH,CI,/H,O © N’N/
62) (69) ‘N«Z

R = Grupos alquila

Esquema 40. Sintese de a-lapachonas 1,2,3-triazélicas.

Nor-a-lapachonas modificadas no anel C pela inser¢do do anel 1,2,3-triazélico
também apresentaram atividade leishmanicida, mostrando que a estratégia de inserir

diferentes grupos no anel C pode ser eficaz (Esquema 41).

O
NBS
? 1. Perox. Benzoila 0 — R o
o e Ko = LT
(L To< — e (LT smaaio
2 3 Asc. de Sodio o N
(5) O CHCl @) O  Ns CH,CILH,0 N, 1

R = Grupos arila e alquila

Esquema 41. Sintese de nor-a-lapachonas 1,2,3-triazdlicas.

Apesar do numero crescente de trabalhos publicados com substincias cujos
esqueletos relacionados ao lapachol, derivados de a-lapachonas sintetizados e avaliados
contra linhagens de células tumorais ou parasitos como o 7. cruzi ou Leishmania sdo
minoria. Neste contexto, preparar novos derivados de a-lapachonas ¢ um importante

desafio para a obten¢do de novas quinonas bioativas.
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2. PROPOSTADE TRABALHO

Naftoquinonas sdo consideradas estruturas privilegiadas em quimica medicinal por
apresentarem diversificada atividade farmacologica.” As naftoquinonas da familia do
lapachol sdo atraentes precursores para a sintese de substancias bioativas, devido a suas
pronunciadas atividades frente a diferentes agentes causadores de doengas e a versatilidade
com que podem ser modificadas estruturalmente, de forma a intensificar em suas
bioatividades.

Com vistas a obtengdo de novos derivados ativos contra o cancer, a proposta deste

trabalho ¢ a modificagdo no anel C da a-lapachona através da inser¢do de um anel
arilamino substituido por grupos doadores e retiradores de elétrons. Como discutido na
introdugdo deste capitulo, uma forte intensificagdo da atividade tripanocida da a-lapachona
foi conseguida através da inser¢ao de um grupo arilamino no anel C, mostrando ser este
um estratagema valido para a obtencdo de compostos com atividade farmacologica
intensificada. Também foi observado que nor-f-lapachonas arilamino substituidas
apresentam acentuada atividade antitumoral.
Neste contexto a-lapachonas arilamino substituidas serdo objeto de estudo deste capitulo,
assim como a avaliagdo das suas atividades antitumorais. Visando avaliar a relacao
estrutura versus atividade dos derivados a serem preparados. Grupos doadores de elétrons,
como, por exemplo, metdxi e metil e retiradores de elétrons, como halogénios, grupo nitro,
dentre outros, estardo presentes no anel arilamino.

A rota proposta parte do lapachol (1), que serd ciclizado na presenca de acido
cloridrico e 4cido acético, como descrito por Hooker,”® fornecendo a a-lapachona (62)

(Esquema 42).

o)
o HCI 0 o
COC, === OO
X
o o]
(1) (62)

Esquema 42. Sintese da a-lapachona (62).

75. Pinto, A. V.; Castro, S. L.; The trypanocidal activity of naphthoquinones: A review. Molecules. 2009, 14,
4570-4590.

76. Hooker, S. C.; The constitution of “lapachic acid” (Lapachol) and its derivatives. J. Chem. Soc., Trans.
1892, 61, 611-650.
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A préxima etapa consistird na bromagao da a-lapachona (62), realizada com NBS
em tetracloreto de carbono, na presenca de peroxido de benzoila, para a obtencdo do

derivado 71 (Esquema 43).

) NBS O
'e) Peréxido de 0]
Cocr = oy
_—
CCly
O O Br
(62) (1)

Esquema 43. Bromacao da a-lapachona (62).

Por fim sera realizada a substituicdo do bromo pelo anel arilamino substituido,
contendo grupos doadores e retiradores de elétrons e/ou as substancias obtidas serdo

avaliadas contra linhagens de células tumorais (Esquema 44).

O 0]

COf o oy

Solvente organico

O Br O HN
1) 72) \©~R

R = Grupos doadores e
retiradores de elétrons

Esquema 44. Insercao do grupo arilamino.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese de derivados da a-lapachona arilamino substituidos

Com vistas a obtengdo de compostos com atividade antitumoral, foram realizadas
as sinteses de oito moléculas derivadas da a-lapachona (62). E conhecido o potencial
farmacoldgico das para-naftoquinonas, embora as atividades das orfo-naftoquinonas sejam
mais explorada.30 Devido ao efeito de intensificagdo da atividade bioldgica obtida pela

26,272
6.27.29 oste trabalho

inser¢do de um grupo arilamino no anel C relatado em diversos estudos,
buscou a sintese de derivados para-naftoquindnicos com essa modificagdo estrutural.
A sintese teve inicio com o lapachol (1), o qual foi ciclizado conforme descrito por

Hooker, na presenga de 4cido cloridrico e acido acético (Esquema 45).

0 0
OH HCI o
I GHCOoH (Y]
X
o} o]
1 62, 70%

Esquema 45. Formacao da a-lapachona.

A reacdo tem inicio com a protonacdo da dupla ligacdo da cadeia lateral do
lapachol, formando um carbocation tercidrio, o qual é atacado pelo par de elétrons da
hidroxila formando um anel de seis membros. Por fim, ocorre a desprotonagdo do ion

oxoOnio, formando-se a a-lapachona (62) (Esquema 46).

Esquema 46. Mecanismo para a formagao da a-lapachona (62).
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O produto foi obtido em 70% de rendimento como um so6lido amarelo de ponto de
fusdo = 117-118 °C. No espectro de RMN de 'H foi possivel-se observar em todos os
sinais relacionados a substancia proposta, um simpleto ¢ 1,44, referente aos hidrogénios
metilicos, dois tripletos em ¢ 2,62 (J = 6,5 Hz, 2H) e 6 1,82 (J = 6,5 Hz, 2H) referentes aos
hidrogénios metilénicos do anel C, e dois sinais multipletos em ¢ 8,18-8,01 ¢ 6 7,79-7,59

referentes aos hidrogénios aromaticos do anel A.

1’e2’
6.0
e
3ou4d
3ou4d
7e8 i P
6e9 e #
19 20 Jka JJU
ML L—_A,
L S O LR ST T B R O W L S T ST Y D R L S S LSO LR I R B B RS 7 R e T L N O B S
8.0 75 7.0 6.3 6.0 55 5.0 4.3 4.0 33 3.0 23 2.0 1.5 1.0 0.5

Figura 40. Espectro de RMN de 'H da a-lapachona (62) (200 MHz, CDCl3).

A etapa seguinte foi a bromagdao da a-lapachona (62), realizada com NBS em
tetracloreto de carbono a 80 °C, na presenca de perdxido de benzoila, que serve como
iniciador (Esquema 47). A NBS ¢ um reagente de escolha para a broma¢ao com formagao

de radicais alilicos. O produto 73 foi obtido com rendimento de 80%.

0] NBS 0]
e} Peroxido de e}
Seou_Nee
CCly
O O Br
(62) 73, 80%

Esquema 47. Formagao da 4-bromo-a-lapachona (73).
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A reacdo segue um mecanismo radicalar, como mostrado no Esquema 48. O inicio
se da com a quebra homolitica da ligagdo oxigénio-oxigénio do perdxido de benzoila,
formando dois radicais. O radical formado abstrai, também de forma homolitica, um
hidrogénio do anel C da a-lapachona (62), levando a formacdo de um radical alilico, que
por sua vez abstrai um bromo da molécula de N-bromosuccinimida, formando o produto

esperado e gerando um radical succinimida que continua a reagao.

* 0
f#‘oe O
; 1)
No A S
iy 2 oy e
o OH

0 o 0
o [:NH
N- * o continua
j —_—
0 K W0

Esquema 48. Mecanismo proposto para a bromacgao da a-lapachona (62).

Essa reacdo teve duragdo de 4 horas ¢ a mistura de reacdo mostrou alteracdo em sua
coloragao de amarelo claro para um amarelo escuro e, por cromatografia em camada
delgada, foi possivel observar que, apds este periodo, todo o material de partida havia sido
consumido. Foi realizada uma série de filtragdes para retirar a succinimida que se formou e
o solvente foi retirado, utilizando-se evaporador rotativo. O produto 73 apresenta baixa
estabilidade, devido a facilidade com que o atomo de bromo pode ser substituido e, dessa
forma, a substancia ¢ utilizada em subsequentes reagdes de substituicdo nucleofilica logo
apods o seu preparo. Uma pequena quantidade do composto 73 foi utilizado para a aquisi¢ao
de um espectro de RMN de 'H (Figura 41), o qual foi obtido imediatamente apds a sintese

da substancia.
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Esse espectro mostrou dois dupletos duplos, em &8 2,56 e & 2,46, referentes aos dois
hidrogénios metilénicos do anel C que, devido a inser¢do do bromo, tornam-se

diastereotopicos. Nota-se também o dupleto duplo em & 5,38 referente ao hidrogénio do

carbono ligado ao bromo.

1’e2’
—
7e8
6e9 3.0.0
2.3
- 3—? 4 3
[ 0.9 1,41
W i ’ ||
M WY, ML o "L.___. _,\__j(“u“bﬂ_ww J_-“_,'\'i l\"“!l W
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H da 4-bromo-a-lapachona (73) (200 MHz, CDCl3).

A etapa seguinte foi a substituigdo do bromo por anilinas substituidas por grupos

doadores e retiradores de elétrons. As reagdes foram realizadas em diclorometano a

temperatura ambiente (Esquema 49).
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Esquema 49. Derivados arilamino substituidos 74-81, obtidos a partir de 73.

Essa reagdo segue um mecanismo de substituicdo com auxilio anquimérico do par
de elétrons do oxigénio do anel pirano. Forma-se assim um carbocation que ¢ atacado pelo

par de elétrons do grupo arilamino (Esquema 50).

B = Br ou amina *QL *;L
O HN. z O HN

B:

Esquema 50. Mecanismo proposto para a inser¢ao do grupo arilamino no derivado 73.

As reagdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada e foram
finalizadas quando o material de partida, a-lapachona (73), foi totalmente consumido. As
sustancias foram isoladas e purificadas em coluna cromatografica de silica gel com eluente
em gradiente crescente de polaridade e se apresentaram como sélidos cristalinos coloridos.
As faixas de fusdo e coloragdes observadas para as substancias estdo apresentadas na

Tabela 6.

73



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Dissertacdo de Mestrado — Eduardo H. G. da Cruz
Capitulo II — Resultados e discussdo

Tabela 6. Coloragao e ponto de fusdao das substancias 74-81.

Substiancia | Coloracao | Ponto de Fusiao/°C

74 Vermelho 223-225
75 Vermelho 174-176
76 Vermelho 154-156
77 Vermelho 159-161
78 Marrom 149

79 Vermelho 152-154
80 Laranja 152-154
81 Vermelho 182-185

Os produtos foram caracterizados por experimentos de RMN de 'H e "°C, além de
espectrometria no infravermelho e de massas de alta resolugdo. Na Tabela 7, estdo
sumariados os dados de RMN de 'H para todas as substancias sintetizadas. Nas Figura 41 e

42 estio exemplificados os espectros de RMN de 'H e °C para o derivado 75.

2ae?2b
60
]
3e3a
=
R T S e O . B e e e | R S R O
25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Figura 42. Espectro de RMN de 'H do derivado 75 (200 MHz, CDCl5).
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Figura 43. Espectro de RMN de "°C do derivado 75, (50 MHz, CDCl;).
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H (200,0 MHz, CDCl3), para os derivados 74-81.

74 75 76 77
H 8'H (m; J em Hz)
1,99 2,00 1,98 1,99
3o0u3a (dd,J=5,5 | (dd,J=5,5,| (dd,J=5,3 | (dd,J=5,5
e 14,6, 1H) | e14,1,1H) | e 14,4, 1H) | e 14,4, 1H)
2,27 2,25 2,25 2,25
3aould |dd,J=32¢| (dd,J=3,5]| (dd,J=3,2 | (dd,J=3.,5
14,6, 1H) | e14,4,1H) | e 14,4, 1H) | e 14,4, 1H)
4,65 4,64 4,63
4 dd,J=32 | (dd,J=35 4(’;1 'ff{s)g (dd, J=35
e 5,5, 1H) e 5,5, 1H) ’ e 5,5, 1H)
6e9 8,10-7,90 8,17-7,99 8,14-7,93 8,11-7,95
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
708 7,72-7,59 7,78-7,64 7,74-7,61 7,75-7,59
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
22 ou 2b 1,52 1,52 1,52 1,52
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
2b ou 2a 1,54 1,54 1,54 1,54
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
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s 7,21-6,33
1-4 (m, 4H) ) )
Pes ] 738723 | 7,52-737 | 7,21-7,07
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
e ] 6,71-6,50 | 6,57-641 | 6,69-6,57
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
78 79 80 81
H 8'H (m; J em Hz)
2,00 (dd; J
” 2,02 1,99
Jouda | Slj ;e_ (dd, 7= 5.0, 2(’1114'111;19)8 (dd, J=53
T84 | 6 13,8, 1H) ’ e 14,1, 1H)
1H)
2,24 (dd; J
- 2,27 2,26
aou3 | ‘i’;);e_ (dd, J=22 2(’35 '121’{1)7 (dd,J =22
AT HZ e 38, 1) | e 14,4, 1H)
1H)
) 462455 | T | as7461 | 4174559
(m 1H) | S5y | 1) | n 1H)
60 8,13-8,04 | 8,15-7,99 | 7.75-7,60 | 8,10-7,95
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
- 7,77-1,67 | 7,77-7.64 | 8,02-7,88 | 7,75-7,58
(m, 2H) (m, 2H) (m, 2H) (m, 2H)
24 ou 2h 1,49 1,53 1,56 1,52
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
2 ou 2 1,56 1,54 1,58 1,54
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
s 6,87-6,74 ] 7,40-6,66 | 7,09-6,55
(m, 4H) (m, 4H) (m, 4H)
- 7,19-7,06
4es - (m, 2H) - -
- 6,55-6,40
1’e2 - (m, 2H) - -

3.2. Avaliacao farmacologica

As moléculas obtidas foram submetidas a estudos realizados em colabora¢ao com o

grupo da Prof. Dr.(a) Claudia Pessoa e do Dr. Bruno Coelho, da Universidade Federal do
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Ceara. Esses estudos visaram avaliar a atividade citotoxica desses compostos contra cinco

linhagens de células tumorais, a saber, DU-145 (prostata), PC3 (prostata), MCF-7 (mama),

MXI1 (mama), HS578t (mama) e duas linhagens de células normais, V79 (fibroblastos

murinos) e L929 (fibroblastos murinos) Outros estudos de avaliagdo citotoxica foram

realizados com trés linhagens de células tumorais, HL-60 (leucemia), SF295 (sistema

nervoso central) e HCT-116 (c6lon), comparando as amostras com o material de partida, o-

lapachona (62). Os compostos foram avaliados in vitro, baseando-se no ensaio MTT e o

composto Doxorubicina foi utilizado como controle positivo. A Tabela 8 e a Figura 22

mostram os resultados obtidos.

Tabela 8. Atividade citotoxica dos derivados arilamino substituidos e controle positivo,

HS578t
2,25 (1,53-
2,61)

2,64 (2,03-
3,12)

421 (3,59-
5,37)

2,70 (2,46-
3,07)

4,72 (4,10-
5,61)

Células normais
1L.929 V79

0,52 (0,38- 0,61 (0,47-
0,61) 0,73)

1,06 (0,73- 1,17 (0,84-
1,20) 1,31)

1,14 (0,91- 0,94 (0,75-
1,25) 1,17)

1,57 (1,39- 1,32 (1,04-
1,76) 1,56)

Doxorubicina.
72 h Linhagens celulares — Clso pg/mL (IC95%)
Amostras Células tumorais

DU-145 PC3 MCF-7 MX1

74 2,32 (1,88- 2,19 (1,87- 2,71 (2,34- 2,09 (1,76-
2,85) 2,64) 3,29) 2,45)

75 2,77 (1,97- 2,23 (1,74- 2,05 (1,63- 2,61 (2,17-
3,88) 3,15) 2,64) 3,006)

76 4,96 (3,82- 4,16 (3,81- 3,46 (3,15- 4,91 (4,16-
6,44) 5,08) 4,10) 5,34)

79 3,08 (2,75- 2,73 (2,22- 2,43 (2,11- 2,50 (1,89-
3,45) 3,16) 2,94) 2,75)

31 4,34 (3,53- 4,07 (3,51- 4,12 (3,44- 3,57 (3,10-
5,33) 4,92) 5,18) 4,02)

Doxorubicina 0,37 (0,26- 0,45 (0,38- 0,61 (0,55- 0,14 (0,03-

0,50) 0,53) 0,83) 0,19)

0,75 (0,58-
0,92)

0,51 (0,47- 0,37 (0,18-
0,58) 0,56)
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Figura 44. Atividade citotoxica de a-lapachonas arilamino substituidas e doxorubicina

contra cinco linhagens de células tumorais e duas linhagens de células normais.

Tabela 9. Atividade citotoxica dos derivados arilamino substituidos e a-lapachona (62).

72 h

Amostras

74

75

76

77

78

Linhagens celulares — CIS0 pg/mL (I1C95%)

HL-60

1,61 (1,34-1,82)

1,95 (1,77-2,16)

3,16 (2,98-3,34)

0,36 (0,23-0,45)

0,07 (0,03-0,15)

SF-295

2,25 (2,01-2,48)

2,63 (2,49-2,84)

4,22 (3,82-4,51)

0,26 (0,21-0,32)

0,27 (0,22-0,34)

HCT-116

2,14 (1,84-2,32)

2,41 (2,27-2,61)

>5

0,20 (0,13-0,28)

0,12 (0,10-0,13)
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80 0,57 (0,43-0,75) 0,57 (0,45-0,71) 3,21 (2,34-4,64)
81 3,16 (2,87-3,41) 3,61 (3,43-3,88) >5
a-lapachona 0,61 (0,48-0,77) 0,29 (0,22-0,37) 0,33 (0,23-0,47)
5
4,5 -
4 -
3,5 1
3 -
25 7 B HL-60
27 W SF-295
1> 7 mHCT-116
1 -
0,5
o -
A> A Ao A\ 0@
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Figura 45. Atividade citotoxica de a-lapachonas arilamino substituidas e a-lapachona

contra trés linhagens de células tumorais.

Todos os derivados mostraram atividade citotoxica moderada (2 uM < ICsp < 10
uM) para as linhagens avaliadas, portanto menos ativas que o controle positivo. A
atividade contra células normais foram inferiores a do controle positivo, exceto para a
molécula 74 que teve valores muito semelhantes. Nao ha nitida informacdo a cerca da
influéncia da posicao do substituinte (meta ou para) na citotoxidade apresentada. Nao foi
possivel observar especificidade para determinada linhagem tumoral testada. Nos testes em
comparagao com a o-lapachona (62) foram encontradas elevadas atividades citotoxicas dos

compostos 77 e 78, sendo este ultimo mais ativo que a a-lapachona (62). O composto 78
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possui um substituinte doador de densidade eletronica no anel da amina aromatica,
indicando um caminho para a sintese de um novo grupo de derivados com potencial
atividade citotoxica antitumoral.

No momento estdo sendo realizados estudos das atividades antitumorais das demais
substancias descritas neste trabalho além da atividade da a-lapachona (62), a fim de se
avaliar a potencialidade da estratégia de inser¢cao dos grupos arilaminos no anel C desta

substancia.
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4. CONCLUSAO

Os compostos planejados foram sintetizados com éxito e caracterizados por
técnicas como ressonancia magnética nuclear, infravermelho e espectometria de massas de
alta resolucdo. Foram realizados testes de citotoxidade de algumas dessas substancias
frente a cinco linhagens de células tumorais e duas linhagens de células normais, revelando
uma atividade citotoxica moderada. E importante ressaltar a validade da proposta desses
testes, haja visto que a atividade de para-naftoquinonas obtidas a partir do lapachol (1) ndo

é amplamente estudada quanto a das orto-naftoquinonas.
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5. EXPERIMENTAL

5.1. Materiais e Equipamentos

A determinagdo estrutural das substancias sintetizadas foi realizada por métodos
instrumentais de espectroscopia de RMN de Hidrogénio e Carbono-13, e espectroscopia
na regido do infravermelho (IV) e por espectrometria de massas. Os espectros de RMN de
'H e de RMN de *C foram obtidos em espectrometro Varian Mercury Plus 7,04 T, Bruker
AVANCE DRX200 e Bruker AVANCE DPX400, utilizando-se TMS como referéncia
interna. Os valores de deslocamentos quimicos foram referidos em partes por milhao
(ppm) em relagdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em hertz (Hz). As areas dos
sinais foram obtidas por integracdo eletronica e suas multiplicidades foram descritas da
seguinte forma: s-simpleto; d-dupleto; g-quarteto; m-mutipleto; dd-duplo dupleto, ddd-
duplo duplo dupleto, dl-dupleto largo e td-triplo dupleto.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espetrofotometro
Perkin-Elmer FT-IR, de feixe duplo e IR Prestige-21 Shimadzu em pastilhas de KBr
anidro. Os valores para as absor¢des estdo expressos em numero de onda, utilizando-se
como unidade o centimetro reciproco (cm™). Os espectros de massas de alta resolugio
foram realizados em aparelho do tipo MicroTOF Ic — Bruker Daltonics., utilizando a
técnica de “ionizacdo por electrospray”.

As determinacdes de ponto de fusdo foram realizadas pelo método de capilar
aberto no aparelho de Thomas Hoover. Os solventes e reagentes, para fins sintéticos foram
tratados, destilados e secos conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas.
O monitoramento das reagdes foi realizado através da Cromatografia em Camada Fina
(C.C.F.), em cromatofolhas de gel de silica 60F-254, com 0,2 mm de espessura de camada
(MERCK). Os eluentes foram preparados volume a volume (V/V) e a visualizacdo das
substancias foi efetuada em lampada de Ultravioleta. Para a purificagdo das substancias
por cromatografia em coluna foi utilizada silica gel (Acros Organics 0,035-0,070 mm,
diametro de poro ca 6 nm).

As substancias foram nomeadas segundo regras da IUPAC com o auxilio do

programa CS ChemDraw Ultra.
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5.2. Sintese das substancias descritas na literatura.
Acido-1,2-diidroxi-2-(3-metil-but-2-enil)-3-oxo-indan-1-6ico (52)

0]
=

OH
OH

O

HO

Em um baldo de 500 mL foram adicionados 4,84 g de lapachol (1) e, a seguir, 40
mL de THF. Separadamente foi preparada uma solucao de 2,4 g de Na,CO3 anidro em 50
mL de H,O, que foi adicionada ao baldo, formando-se uma solu¢do vermelha escura. Sob
aquecimento, 60°C, foram lentamente adicionados cerca de 6,0 mL de H,O, 30% em
aproximadamente 1 hora, de 10 em 10 gotas, até total descoloracdo da solugdo, sendo
formada uma solugdo de coloracdo rosea. A solugdo foi vertida em um becker sob
refrigeragdo interna de gelo a temperatura entre 0°C a —2°C. A seguir foi adicionado HCI
concentrado, gota a gota sob agita¢do, até o aparecimento de um precipitado branco. A
mistura foi deixada na geladeira por 2 horas e, em seguida, filtrada a vacuo, fornecendo

um sélido branco, obtido em 70% de rendimento.

2-Hidroxi-3-(2-metil-propenil)-[1,4]naftoquinona (12)

O
CoC

0]

A substancia 52 (3,3 g) foi dissolvida em 32 mL de THF. Em seguida foi
adicionada uma solugdo de 1,43 g de Na,CO; em 59,25 mL de H,O. A solugao foi deixada
sob agitagio mecanica para que o precipitado formado fosse dissolvido. A solugdo
resultante foram adicionados 19,75 mL de NaOH 25%, seguidos rapidamente de outra
solugdo de CuSO45H,0, 11,85 g em 59,25 mL de H,0, sob constante agitagdo. A solucao
foi deixada em banho maria durante 1 hora e 45 minutos, em seguida, tendo sido filtrada
sobre Celite® (terra de infusorios), obtendo-se um filtrado de coloragdo vinho. A solugio

foi acidificada com HCI concentrado, formando-se um precipitado laranja, o qual foi
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filtrado e lavado sucessivas vezes com H,O destilada, até total neutralizagdo. Obteve-se

um so6lido laranja em 68% de rendimento.

3-Bromo-2,2-dimetil-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furano-4,5-diona (13)

0
)

Em um baldo foi adicionado (228 mg, 1 mmol), de 2-hidroxi-3-(2-metil-propenil)-
[1,4]naftoquinona (12) em 25mL de CHCls, seguida pela adi¢do de 2 mL de Bromo (6 g,
38 mmol). Apds 10 s formou-se um precipitado laranja. A 2-hidroxi-3-(2-metil-propenil)-

[1,4]naftoquinona (12) ¢ totalmente convertida na substancia (13).

3-Azido-2,2-dimetil-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (10)

Em um balado foi adicionado (228 mg, 1 mmol) de 2-hidroxi-3-(2-metil-propenil)-
[1,4]naftoquinona (12) em 25 mL de CHClIs, seguida pela adicdo de 2 mL de Bromo (6 g,
38 mmol). Em 10 s formou-se um precipitado laranja e apoés a retirada do bromo, foi
adicionada azida de sodio (1,5 equivalente) em excesso ¢ a solugdo foi deixada sob
agitacdo durante 12 horas. A formacao do azido derivado 10 foi acompanhada por C.C.F.

O produto foi obtido em rendimento quantitativo.
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2,2-Dimetil-3,4-diidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10--diona (62)

)

CLIC

)

Em um becher de 250 mL foi adicionado lapachol (3) (1,93 g, 8,1 mmol) e, a
seguir, adicionados acido cloridrico concentrado (75 mL) e acido acético glacial (25 mL) a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi entdo colocada durante uma hora em
“banho-maria”, até a completa dissolugdo do reagente. Apos resfriamento até a
temperatura ambiente, a solucdo foi vertida sobre dgua gelada (500 mL). O produto foi
separado e filtrado a vacuo. A recristalizagdo do sélido em etanol forneceu a a-lapachona

em 70% de rendimento.

4-Bromo-2,2-dimetil-3,4-diidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (73)

(0]
964
(0] Br

Em uma solucdo de a-lapachona (7) (0,242 g, 1,0 mmol) em tetracloreto de
carbono (30 mL) sob refluxo, em atmosfera de nitrogénio, foi adicionada N-
bromosuccinimida (0,179 g, 1 mmol) e perdéxido de benzoila em quantidade catalitica.
Apo6s uma hora de reacdo, foi observado, através de C.C.F, a total formagdo do produto. A
mistura reacional foi entdo filtrada sucessivamente até ndo apresentar mais succinimida e
o filtrado foi concentrado fornecendo a bromo-a-lapachona como um sélido amarelo em

83% de rendimento
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7-Bromo-N-(piridin-2-il)benzo|c][1,2,5]tiadiazol-4-amina (37)

Em um tubo de Schlenk selado foram adicionados (294 mg, 1,0 mmol) de 4,7-
dibromo-2,1,3-benzotiadiazola, seguido de Pd(OAc), (23 mg, 0,1 mmol), DPEPhos (54
mg, 0,1 mmol), trietilamina anidra (3 mL) em tolueno anidro (5 mL) e terc-butoxido de
sodio (0,37 mL). Foi adicionado a mistura (94,1 mg, 1,0 mmol) de 2-aminopiridina. Essa
foi entdo agitada por 72 horas a temperatura de 100° C. A mistura foi arrefecida e filtrada
em Celite®, a qual foi lavada com acetato de etila. A solucdo foi concentrada e foi
realizada uma purificagdo por cromatografia em coluna, utilizando-se uma mistura de
acetato de etila e hexano como fase movel, variando-se a propor¢ao de forma a aumentar

gradativamente a polaridade. O produto desejado foi obtido com um rendimento de 47%.

N-(Piridin-2-il)-7-((trimetilsilil)etinil)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-amina (53)

Em um tubo de Schlenk selado foram adicionados (144,4 mg, 0,47 mmol) de 7-
bromo-N-(piridin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-amina, (5 mg, 0,007 mmol) de
Pd(PPh;),Cl, e (10 mg, 0,05 mmol) de Cul, dissolvidos em THF (20 mL) e trietilamina (5
mL). Foi adicionado a mistura trimetilsililacetileno (68,8 mg, 0,7 mol) através de uma
seringa. A reagdo foi agitada a temperatura ambiente durante 48 horas. Os s6lidos foram
filtrados e o solvente evaporado. O produto foi purificado por cromatografia em gel de
silica, utilizando uma mistura de acetato de etila e hexano como fase mével. O produto
desejado foi obtido em 81% de rendimento. Devido a instabilidade do produto o mesmo

ndo pdde ser caracterizado.
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7-Etinil-N-(piridin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-amina (51)

N

}Q—NH
/
N___N

g

Em um baldo foi adicionado (123 mg, 0,38 mmol) de N-(piridin-2-il)-7-
((trimetilsilil)etinil)benzo[c][ 1,2,5]tiadiazol-4-amina (53), que foi dissolvido em metanol e
foi adicionado a uma solugdo (44 mg, 0,76 mmol) de fluoreto de potissio. A mistura
reacional foi deixa sob agitacdo a 50 °C durante a noite (16 h). Foi realizada uma filtragao
em Celite”. O solvente foi evaporado em rotavapor. O produto obtido ndo pdde ser isolado

devido a sua instabilidade.

2,2-Dimetil-3-(4-(7-(piridin-2-ilamino)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-il)-1H-1,2,3-triazol-
1-il)-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (54)

\
»

NH
o)
O \N
/
CIL ~ 58
N, -N
5 N

Em um baldo foram adicionados (134 mg, 0,5 mmol) de 3-azido-nor-f-lapachona,

Z/

(126 mg, 0,5 mmol) do composto 7-Etinil-N-(piridin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-
amina, CH,Cl,/H,O na propor¢ao 1:1 (6 mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol) e
ascorbato de sodio (22 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em
camada delgada. A fase orgénica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQOj4 e entdo
concentrada em rotavapor. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna,
usando silica gel como fase estaciondria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a propor¢do de forma a aumentar gradativamente a
polaridade. O produto foi obtido como um sdélido cristalino alaranjado com 70% de

rendimento.
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Ponto de fusdo: 198,6 — 199,3 °C.

1.V.: (KBr) 1657 (C=0), 1625 (C=0) cm™".

'H NMR (200 MHz, CDCl;) o: 8,60-8,15 (m, 4H); 8,00-7,53 (m, 5H);
7,05-6,80 (m, 2H); 6,10 (s, 1H); 530 (s, 1H); 1,81 (s, 3H); 1,30 (s, 3H).
BC NMR (50 MHz; CDCl3) 6: 180,2; 174,6; 171,2; 154,2; 151,8; 148,3; 148,0; 143,5;
137,6; 134.,8; 133,3; 132.5; 131,5; 129,9; 128,3; 126,8; 125,6; 121,7; 116,4; 114,3; 111,6;
111,5; 110,7; 95.9; 66,9; 27,8; 21,2.

EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 522,1340. Calculado para [Co7H;oN,03SH]"™ 522,1348.

7-(1-(2,2-Dimetil-1,2-dihidrobenzo[a]furo[2,3-c]fenazin-1-il)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-N-
(piridin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-amina (55)

Em um baldo foram adicionados (260 mg, 0,5 mmol) do composto 7-Etinil-N-
(piridin-2-il)benzo[c][1,2,5]tiadiazol-4-amina, acetato de sédio (53,3 mg, 0,65 mmol), 1,2-
fenilenodiamina (59,4 mg, 0,55 mmol) e acido acético glacial (5 mL). A mistura foi
deixada sob agitagdo com refluxo por 12 horas. O produto foi obtido como um s6lido

laranja com 75% de rendimento.

Ponto de fuséo: 262,6 —264,8 °C.

I.V.: (KBr) 1121 (C-N), 1340 (C-N), 1542 (C=N) cm"".

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8: 9,48 (ddd; J = 0,64; 1,47 and 7,94 Hz; 1H); 8,52 (d; J =
8,05 Hz; 1H); 8,36 (dl; J = 8,05 Hz; 1H); 8,31 (dl; J = 5,15 Hz; 1H); 8,24-8,28 (m, 2H);
8,22 (s, 1H); 7,96-8,02 (m, 1H); 7,95 (ddd; J = 1,52; 7,24 and 7,94 Hz; 1H); 7,89 (ddd; J =
1,43; 7,24 and 7,78 Hz; 1H); 7,79-7,69 (m, 2H); 7,59 (ddd; J = 1,90; 7,24 and 8,44 Hz;
1H); 6,92 (dl; J = 8,44 Hz; 1H); 6,85 (ddd; J = 0,87; 5,15 and 7,23 Hz; 1H); 6,77 (s, 1H);
1,85 (s, 3H); 1,41 (s, 3H).
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B3C NMR (100 MHz; CDCls) 8: 160,46; 154,47; 152,25; 148,85; 147,32; 143,51; 143,08;
142,16; 141,27; 140,74; 138,35; 133,72; 132,14; 130,27; 130,16; 130,00; 129,92; 128,19;
126,49; 129,30; 128,87; 124,62; 123,59; 122,07; 116,38; 111,99; 111,78; 109,28; 93,01;
69,31; 28,08; 21,90.

EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 594,1780. Calculado para [C33H,3NoOSH]" 594,1824.

2,2-Dimetil-4-((4-nitrofenil)amino)-3,4-dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (74)

O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adicdo de 4-nitroanilina (138 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 2,2-Dimetil-4-((4-nitrofenil)amino)-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (227 mg, 0,6 mmol, 60% de rendimento) como um sélido

vermelho.

Ponto de fusdo: 223,0 — 225,0 °C.

1.V.: (KBr) 1337 (N=0), 1517 (N=0), 1609 (arom. C=C), 1686 (C=0), 3387 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) é: 8,13-7.92 (m, 2H); 7,78-7,59 (m, 2H); 7,23-7,02 (m, 1H);
6,60-6,32 (m, 3H); 4,64 (dd; J = 3,25 ¢ 5,31 Hz; 1H); 2,28 (dd; J = 3,29 e 14,43 Hz; 1H);
1,99 (dd; J=5,25 e 14,32 Hz; 1H); 1,55 (s, 3H); 1,53 (s, 3H).

BC NMR (50 MHz; CDCl3) o: 183,68; 179,97, 155,56, 148,90; 134,54; 133,39, 132,17,
131,00; 130,68; 130,47; 126,58; 126,34; 118,65; 109,67; 109,63; 100,73; 79,29; 43.,45;
37,55; 29,00, 26,34.
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4-((4-Bromophenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H-benzo[g]chromene-5,10-
dione (75)

O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adi¢do de 4-bromoanilina (172 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((4-bromofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (247 mg, 0,6 mmol, 60% de rendimento) como um sélido

vermelho.

Ponto de fusdo: 174,0 — 176,0 °C.

I.V.: (KBr) 1609 (arom. C=C), 1686 (C=0), 3386 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) é: 8,22-7,99 (m, 2H); 7,82-7,65 (m, 2H); 7,29 (d; J = 8,61
Hz; 2H); 6,60 (d; J = 8,51 Hz; 2H); 4,64 (dd; J=3,37 ¢ 4,87 Hz; 1H); 2,25 (dd; J=3,60 ¢
14,37 Hz; 1H); 2,00 (dd; J = 5,52 ¢ 14,70 Hz; 1H); 1,54 (s, 3H); 1,53 (s, 3H).

3C NMR (50 MHz; CDCls) 6: 183,78; 183,03; 155,53; 146,11; 134,58; 133,44; 132,22;
131,02; 126,63; 126,39; 118,83; 115,49; 110,20; 96,61; 79,30; 43,58; 37,58; 28,95, 26,39.
EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 413,9983. Calculado para [C, H;sBrNOs]" 413,2765.

88



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Dissertacao de Mestrado — Eduardo H. G. da Cruz
Experimental

O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adi¢do de 4-iodoanilina (219 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((4-iodofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (229 mg, 0,5 mmol, 50% de rendimento) como um soélido

vermelho.

Ponto de fuséo: 154,0 — 156,0 °C.

1.V.: (KBr) 1608 (arom. C=C), 1686 (arom. C=0), 3376 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) 8: 8,14-7,99 (m, 2H); 7,77-7,65 (m, 2H); 7,46 (d; J = 8,80
Hz; 2H); 6,50 (d; J = 8,62 Hz; 2H); 4,64 (dd; J = 3,57 ¢ 5,34 Hz; 1H); 2,24 (dd; J=3,23 ¢
14,34 Hz; 1H); 1,99 (dd; J = 5,40 e 14,48 Hz; 1H); 1,53 (s, 3H); 1,52 (s, 3H).

B3C NMR (50 MHz; CDCls) é: 183,77; 179,98; 155,56; 146,51; 138,11; 134,57; 133 ,45;
132,19; 131,04; 126,64; 126,40; 118,69; 118,69; 116,20; 79,58; 79,30; 76,60; 76,34;
43,56, 37,51, 28,88; 26,44.

EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 460,0164. Calculado para [C2;H sINOs]" 460,2770.
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O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adicdo de 4-cloroanilina (128 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((4-clorofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (184 mg, 0,5 mmol, 50% de rendimento) como um soélido

vermelho.

Ponto de fusdo: 159,0 — 161,0 °C.

I.V.: (KBr) 1612 (arom. C=C), 1690 (C=0), 3384 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) é: 8,11-7,98 (m, 2H); 7,76-7,64 (m, 2H); 7,15 (d; J = 8,58
Hz; 2H); 6,64 (d; J = 8,57 Hz; 2H); 4,63 (dd; J = 2,78 ¢ 5,12 Hz; 1H); 2,25 (dd; J=3,49 ¢
14,46 Hz; 1H); 1,99 (dd; J = 5,68 e 14,26 Hz; 1H); 1,56 (s, 3H); 1,52 (s, 3H).

B3C NMR (50 MHz; CDCls) é: 183,82; 180,00; 155,56; 145,60; 134,55; 133,44; 132,23;
131,08; 129,37; 126,63; 126,40; 123,33; 118,85; 115,22; 79,31; 78,11; 78,06; 43,86;
28,88; 26,46.

EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 368,0853. Calculado para [C2;H sCINOs]" 368, 8255.
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4-((4-Metoxifenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona
(78)

O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adi¢do de 4-anisidina (123 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((4-metodxifenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (137 mg, 0,37 mmol, 37% de rendimento) como um sélido

marrom.

Ponto de fusdo: 149,0 — 150,0 °C.

I.V.: (KBr) 1514 (arom. C=C), 1606 (arom. C=C), 1686 (C=0), 3372 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) é: 8,13-8,04 (m, 2H); 7,77-7,67 (m, 2H); 6,87-6,74 (m, 4H);
4,62-4,55 (m, 1H); 3,77 (s, 3H); 2,24 (dd; J = 4,05 e 14,17 Hz; 1H); 2,00 (dd; J = 5,57 ¢
14,14 Hz; 1H); 1,56 (s, 3H); 1,49 (s, 3H).

BC NMR (50 MHz; CDCls3) o: 183,78; 179,88; 155,10; 153,10; 140,99; 134,23; 133,12;
132,05; 130,80; 126,26; 119,42; 116,56; 114,83; 79,15; 55,68; 44,67; 37,50, 28,62, 26,43.
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4-((3-Fluorofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2 H-benzo[g]cromeno-5,10-diona
(79)

O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adi¢do de 3-fluoroanilina (111 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((3-fluorofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (176 mg, 0,5 mmol, 50% de rendimento) como um sélido

vermelho.

Ponto de fuséo: 152,0 — 154,0 °C.

1.V.: (KBr) 1608 (C=C), 1686 (arom. C=0), 3382 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) é: 8,15-7,99 (m, 2H); 7,77-7,64 (m, 2H); 7,19-7,06 (m, 2H);
6,55-6,40 (m, 2H); 4,67 (dd, J=3,5¢ 5,5, 1H); 2,27 (dd, J = 2,2 ¢ 13,8, 1H); 2,02 (dd, J =
5,0, ¢ 13,8, 1H); 1,54 (s, 3H); 1,53 (s, 3H).

3C NMR (50 MHz; CDCls) é: 183,76; 180,02; 155,62; 148,63; 134,57; 133,43; 132,25;
131,09; 126,64; 126,43; 118,65; 109,79; 109,79; 109,77; 104,80; 79,31; 77,86; 76,39,
43,63; 37,66; 28,95; 26,42.

EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 352,1200. Calculado para [C2;H;sFNO;]" 352,3709.
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O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adi¢do de 3-nitroanilina (138 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((3-nitrofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (170 mg, 0,45 mmol, 45% de rendimento) como um sélido

laranja.

Ponto de fusdo: 152,0 — 154,0 °C.

1.V.: (KBr) 1336 (N=0), 1528 (N=0), 1614 (C=C), 1672 (arom. C=0), 3386 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) 6: 8,02-7,88 (m, 2H); 7,75-7,60 (m, 2H); 7,40-6,66 (m, 4H);
4,87-4,61 (m, 1H); 2,35-2,17 (m, 1H); 2,14-1,98 (m, 1H); 1,58 (s, 3H); 1,56 (s, 3H).

BC NMR (50 MHz; CDClj3) o: 183,55; 179,44, 155,52; 149,18; 147,61; 134,34, 133,30;
131,75; 130,64; 129,67; 126,46; 125,90; 118,97; 117,83; 112,48; 107,02; 79,08; 76,32;
42,98; 26,05.
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4-((3-Bromofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona
(81)

O derivado 73 (321 mg, 1 mmol) foi dissolvido em 15 mL de diclorometano,
seguido pela adicdo de 3-nitroanilina (172 mg, 1 mmol). A mistura foi agitada sem
aquecimento por cerca de 19 horas. O composto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de gel de silica utilizando como eluente hexano:acetato de etila em
polaridade crescente, obtendo-se a 4-((3-bromofenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (124 mg, 0,3 mmol, 30% de rendimento) como um soélido

vermelho.

Ponto de fuséo: 182,0 — 185,0 °C.

I.V.: (KBr) 1598 (C=C), 1676 (arom. C=0), 3410 (R,NH).

'H NMR (200 MHz, CDCls) é: 8,10-7,95 (m, 2H); 7,75-7,58 (m, 2H); 7,09-6,55 (m, 4H);
4,17-4,59 (m, 1H); 2,26 (dd, J = 2,2 e 14,4, 1H); 1,99 (dd, J = 5,3 e 14,1, 1H); 1,54 (s,
3H); 1,52 (s, 3H).

B3C NMR (50 MHz; CDCls) é: 183,40; 179,72; 155,32; 148,08; 134,29; 133,15; 131,94;
130,79; 130,52; 126,35; 126,12; 123,23; 120,97; 118,35; 116,05; 112,29; 79,00; 43,10;
37,34; 28,79; 26,07.

EI/HRMS: (m/z) [M+H]" 413,0397. Calculado para [C, H;sBrNOs]" 413,2765.
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5.4. — Protocolo de avaliacdo da atividade antitumoral (Laboratdério da Professora

Claudia Pessoa — Universidade Federal do Ceard)

Foram utilizadas as seguintes linhagens nos estudos anti-cancer: MOLT-4
(leucemia), CEM (leucemia), K562 (leucemia), HL-60 (leucemia), OVCAR-8 (ovérios),
MDA-MB-435 (mama), MDA-MB-231 (mama), MCF-7 (mama), HS-578-T (mama),
MX1 (mama), HS578t (mama), SW-620 (c6lon), HCT-8 (colon), COLO-205 (cdlon),
HCT-15 (colon), SF295 (sistema nervoso central), PC3 (prostata), DU-145 (prostata),
UACC-62 (melanoma), NCI-H358 (carcinoma de pulmao de células ndo pequenas), V79
(fibroblastos murinos), L929 (fibroblatos murinos) e PBMC (células mononucleares de
sangue periférico humano), que foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (USA),
sendo cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidticos, mantidas em estufa a 37°C ¢ atmosfera contendo 5% de CO,. Os
compostos foram diluidos em dimetilsulfoxido estéril na concentracdo estoque de
Smg/mL. A 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. E um método rapido, sensivel e barato. Foi descrito
primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade de analisar o estado metabolico da
célula. E uma anélise 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 substratos
de enzimas microssomais € mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente
ativas. O estudo citotdéxico pelo método do MTT permite definir facilmente a
citotoxicidade, mas nao o mecanismo de agao.

A determinagdo das concentragdes inibitorias médias (Clsp) dos compostos X e F
foram realizadas pelo método do MTT em concentracdo de 25 pg/mL. As células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos.

As substancias previamente dissolvidas em DMSO foram diluidas em série no
meio RPMI para obtengdo das concentracdes finais de 25 pg/mL e adicionadas em placa
de 96 pogos 100 pL/ pogo. Apds um periodo de incubagdo de 72 horas, as placas foram
centrifugadas a 1500 rpm / 15 minutos. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados

150 pL de solugao de MTT 10% em RPMI 1640, sendo a placa colocada na estufa a 5%
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de CO; por 3 horas. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas a 3000 rpm /
10 minutos, tendo o sobrenadante aspirado e seu precipitado ressuspendido em 150 pL de
DMSO e agitado por 30 minutos, até completa dissolucdo dos cristais de formazan. As
placas foram lidas no espectrofotometro de placa a um comprimento de onda de 595nm. O
calculo das Cls (concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito méximo)
e seus respectivos 1C95% (intervalo de 95% de confianga) foram realizados a partir da
regressdo nao-linear no programa GraphPad Prism (versdo 4). A analise foi feita a partir

de dois experimentos realizados em triplicata.
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Figura 1. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 54
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Figura 2. Espectro de RMN de *C, CDCls, (50 MHz), da substancia 54.
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Figura 8. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 74.
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Figura 13. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 75.
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Figura 14. Espectro de massas de alta resolucédo, da substancia 75.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 76.
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Figura 16. Espectro de RMN de **C, CDCls, (50 MHz), da substancia 76.



0.954

Transmittance

0.9+

0.854

08+

0.75

0.7

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers [1/cm]

Figura 17. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 76.
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Figura 18. Espectro de massas de alta resolugdo, da substancia 76.
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Figura 19. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 77.
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Figura 20. Espectro de RMN de **C, CDCls, (50 MHz), da substancia 77.
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Figura 21. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 77.
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Figura 22. Espectro de massas de alta resolucéo, da substancia 77.
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H, CDCls, (200 MHz), da substancia 78.
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Figura 24. Espectro de RMN de **C, CDCls, (50 MHz), da substancia 78.
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Figura 25. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 78.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 79.
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Figura 27. Espectro de RMN de **C, CDCls, (50 MHz), da substancia 79.
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Figura 28. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 79.
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Figura 29. Espectro de massas de alta resolucédo, da substancia 79.
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Figura 30. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 80.
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Figura 31. Espectro de RMN de **C, CDCls, (50 MHz), da substancia 80.
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Figura 32. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 80.

T
500

XIX



21 18 =
o R

10 08 08 11 10

= et rh e

N T S T 5 VR SR o A TR Ty ™ T T T T T e
8.0 75 7.0 6.5 6.0 3:5 3.0 4.5 4.0 3:5 3.0 2.3 2.0 1:5 1.0 0.5

Figura 33. Espectro de RMN de *H, CDCls, (200 MHz), da substancia 81.
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Figura 34. Espectro de RMN de **C, CDCls, (50 MHz), da substancia 81.
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Figura 35. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 81.
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