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RESUMO

No presente trabalho, foram descritas estratégias para obtencao de novos derivados de quinonas
por meio da sintese de anéis 1,2,3-triazélicos através de reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar de
Huisgen, catalisadas por cobre(l). Foram sintetizados dez novos derivados naftoquinoidais.
Esses compostos apresentam dois centros quinoidais unidos através do anel triazolico e os
compostos obtidos possuem, portanto, dois nacleos redox, o que € interessante do ponto de vista
bioldgico. A variabilidade de produtos foi alcancada através da combinagdo de dois derivados
da B-lapachona contendo o grupo azido, com cinco substratos naftoquinoidais contendo grupos
substituidos no anel A. A regiosseletividade resultante da reacdo de formacdo dos alcinos foi
estudada através de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear bidimensional com uma
andlise detalhada dos respectivos espectros. A inequivoca confirmacgéo da estrutura também foi
realizada por estudos de difracdo de raios-X. A interacdo destes novos compostos com duas
enzimas conhecidas como Mpro e PLpro, responsaveis pela replicacdo do virus SARS-CoV-2
da COVID-19 foram analisadas através de célculos de modelagem molecular. Estudos
bioldgicos para os compostos obtidos estdo em fase final de conclusdo em nossos laboratdrios.

Palavras-chave: Quinonas. Triazéis. COVID-19. SARS-CoV-2. Modelagem Molecular.



Dissertacdo de Mestrado — Joyce C. de Oliveira
Abstract

ABSTRACT

In the present work, strategies for obtaining new quinone derivatives through the synthesis of
1,2,3-triazole rings through Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition reactions catalyzed by copper(l)
were described. Ten new naphthoquinoidal derivatives were synthesized. These compounds
have two quinoid centers joined through the triazole ring and the compounds obtained therefore
have two redox nuclei, which is interesting from a biological point of view. Product variability
was achieved by combining two B-lapachone derivatives containing the azido group with five
naphthoquinoid substrates containing substituted groups in the A ring. The regioselectivity
resulting from the alkyne formation reaction was studied by nuclear magnetic resonance
spectroscopy. two-dimensional with a detailed analysis of the respective spectra. The
unequivocal confirmation of the structure was also performed by X-ray diffraction studies. The
interaction of these new compounds with two enzymes known as Mpro and PLpro, responsible
for the replication of the SARS-CoV-2 COVID-19 virus were analyzed through molecular
modeling calculations. Biological studies for the compounds obtained are in the final phase of

completion in our laboratories.

Keywords: Quinones. Triazoles. COVID-19. SARS-CoV-2. Molecular Modeling.
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1. INTRODUCAO

1.1. Quinonas

Conforme classificado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC), a classe das quinonas é
caracterizada por apresentar uma estrutura dienona ciclica totalmente conjugada.l Quinonas
pertencem a um grupo de substdncias organicas que em sua maioria apresentam-se como
solidos com coloracdo amarela ou vermelha. Sdo em geral semivolateis e estdo presentes em
grande quantidade na natureza.? Compostos quinoidais sdo classificados como
hidrocarbonetos policiclicos arométicos oxigenados (HPAO), podem ser classificadas como
para-quinonas, quando as carbonilas estdo nas posicdes 1 e 4 do anel quinoidal, e orto-

quinonas quando estas se encontram nas posicdes 1 e 2 (Figura 1).?

0 0 o) o 0 o)
siiegeelivegescioce
0] o) o o
1 2 3 4 5 6
Figura 1. Exemplos de compostos quinoidais: 1,4-benzoquinona (1), 1,2-benzoquinona (2),
1,4-naftoquinona (3), 1,2-naftoquinona (4), 9,10-antraquinona (5) e 1,4-antraquinona (6).

Os compostos quinoidais exibem importante bioatividade contra diversas doengas, e sdo
bem conhecidos por seu valor medicinal, relacionadas a sua estrutura quimica.® As
naftoquinonas, por exemplo, sdo compostos quinondides importantes devido ao amplo

espectro de atividades bioldgicas, apresentando, por exemplo: atividades antitumorais,*

1. IUPAC, Compéndio de terminologia quimica, 2* ed. (0o "Livro de Ouro"), 1997.
http://goldbook.iupac.org/html/Q/Q05015.html. Acessado em 24.05.2022.

2. Ferreira, S. B.; Gonzaga, D. T. G.; Santos, W. C.; Araujo, K. G. L.; Ferreiro, V. F. B-lapachona: sua
importancia em quimica medicinal e modificag@es estruturais. Rev. Virtual Quim., 2010, 2, 140-160.

3. Novais, J. S.; Campos, V. R; Silva, A. C. J. A.; Maria C. B. V. S.; Synthesis and antimicrobial evaluation of
promising 7-arylamino-5,8-dioxo-5,8-dihydroisoquinoline-4-carboxylates and their halogenated amino
compounds for treating Gram-negative bacterial infections. RSC Adv., 2017, 7, 18311-18320.

4. (1) Gontijo, T. B.; de Freitas, R. P.; Emery, F. S.; Pedrosa, L. F.; Vieira Neto, J. B.; Cavalcanti, B. C.; Pessoa,
C.; King, A.; de Moliner, F.; Vendrell, M.; da Silva Junior, E. N. On the synthesis of quinone-based BODIPY
hybrids: new insights on antitumor activity and mechanism of action in cancer cells. Bioorg Med Chem Lett.,
2017, 27, 4446-4456. (2) Hadden, M. K.; Hill, S. A.; Davenport, J.; Matts, R. L.; Blagg, B. S. Synthesis and
evaluation of Hsp90 inhibitors that contain the 1,4-naphthoquinone scaffold. Bioorg Med Chem., 2009, 17, 634-
640. (3) Lim, S. M.; Jeong, Y.; Lee, S.; Im, H.; Tae, H. S.; Kim, B. G.; Park, H. D.; Park, J.; Hong, S.
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antifingicas,>  antibacterianas,®  antivirais,”  anti-inflamatérias,®  antimalaricas,’
antiplaquetarias®® e antialérgicas.’

O lapachol (7) é uma importante quinona facilmente isolada do cerne de arvores do
género Tabebuia avellanedae, como por exemplo, o ipé-roxo.!! Esta substancia possui
importante atividade biolégica e pode ser utilizada na prepacdo de moléculas com destacada
importancia na Quimica Medicinal, como por exemplo, a B-lapachona (8). O composto 8,
devido a sua atividade antitumoral, estd em fase de estudos clinicos em associacdo com o
farmaco taxol.*? A sintese da p-lapachona (9) foi feita pela primeira vez por Hooker em 1882,
e consiste da reacgdo do lapachol (7) com H>SO4 concentrado, enquanto 0 mesmo, ao reagir
com HCI, leva a obtencéo do isdomero, a-lapachona (8),* conforme mostrado no Esquema 1.

Identification of B-lapachone analogs as novel MALTL inhibitors to treat an aggressive subtype of diffuse large
B-cell lymphoma. J Med Chem., 2015, 58, 8491-8502.

5. (1) Talath, S. and Gadad, A. K. Synthesis, antibacterial and antitubercular activities of some 7-[4-(5-amino-
[1,3,4]thiadiazole-2-sulfonyl)-piperazin -1-YI] fluoroquinolonic derivatives. Eur. J. Med. Chem., 2006, 918-924;
(2) Futuro, D. O.; Ferreira, P. G.; Nicoletti, C. D.; Borba-Santos, L. P.; Silva, F. C. D.; Rozental, S.; Ferreira, V.
F. The antifungal activity of naphthoquinones: an integrative review. An Acad Bras Cienc., 2018, 90, 1187-1214.
(3) Rahbari, M.; Rahlfs, S.; Jortzik, E.; Bogeski, I.; Becker, K. H20, dynamics in the malaria parasite
Plasmodium falciparum. PLoS One., 2017, 12, 4.

6. de Souza, N. B.; de Andrade, I. M.; Carneiro, P. F.; Jardim, G. A. M.; de Melo, I. M.; da Silva Janior, E. N.;
Krettli, A. U. Blood shizonticidal activities of phenazines and naphthoquinoidal compounds against Plasmodium
falciparum in vitro and in mice malaria studies. Mem. Inst. Oswaldo Cruz., 2014, 109, 546-552.

7. Tandon, V. K,; Singh, R. V.; Yada, D. B.; Synthesis and evaluation of novel 1,4-naphthoquinone derivatives
as antiviral, antifungal and anticancer agents. Bioorg Med Chem Lett., 2004, 14, 2901-2904.

8. Lien, J. C.; Huang, L. J.; Wang, J. P.; Teng, C. M.; Lee, K. H.; Kuo, S. C. Synthesis and antiplatelet,
antiinflammatory, and antiallergic activities of 2-substituted 3-chloro-1,4-naphthoquinone derivatives. Bioorg
Med Chem. 1997, 5, 2111-2120. Erratum in: Bioorg Med Chem., 1998, 6, 2251.

9. Santos, E. V. M.; Carneiro, J. W. M.; Ferreira, V. F. Quantitative structure-activity relationship in aziridinyl-
1,4- naphthoquinone antimalarials: study of theoretical correlations by the PM3 method. Bioorg Med Chem.,
2004, 12, 87-93.

10. Yuk, D. Y.; Ryu, C. K.; Hong, J. T.; Chung, K. H.; Kang, W. S.; Kim, Y.; Yoo, H. S.; Lee, M. K,; Lee, C.
K.; Yun, Y. P. Antithrombotic and antiplatelet activities of 2-chloro-3-[4-(ethylcarboxy)-phenyl]-amino-1,4-
naphthoquinone (NQ12), a newly synthesized 1,4-naphthoquinone derivative. Biochem Pharmacol., 2000, 60,
1001-1008.

11. Hussain, H.; Krohn, K.; Ahmad, U.; Miana, A. Lapachol: an overview. Arkivoc. 2007, 2, 145-171.

12. Li, C. J;; Li, Y. Z.; Pinto, A. V.; Pardee, A. B. Potent inhibition of tumor survival in vivo by B-lapachone
plus taxol: Combining drugs imposes different artificial checkpoints. P. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 1999, 96,
13369-13374

13. (1) Hooker, S. C. The constitution of “lapachic acid” (lapachol) and its derivatives. Gazzetta. 1882, 12, 337.
(2) Hooker, S. C. The constitution of lapachol and its derivatives. The azines of the lapachol group. J. Chem.
Soc. Trans., 1892, 61, 611.
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1) HCI/AcOH,

we . SO
2)H,0,0°C

1) H,S0,

Y

Lapachol (7)

2) H,0, 0°C

Tabebuia avellaneade B-lapachona (9)

Esquema 1. Tabebuia avellanedae, estrutura do Lapachol (7) e seus derivados a-lapachona
(8) e B-lapachona (9).

Em geral, a acdo farmacologica de quinonas esta intrinsicamente relacionada com a

geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs).!* Neste sentido, lapachol (7) e seus

derivados sdo capazes de gerar EROs, como por exemplo, o anion radical superéxido (O2"),
H20- e o radical hidroxila (HO").}* O Esquema 2 apresenta o ciclo redox dessas quinonas. Sob

acdo do citocromo, a quinona reduz-se com um elétron para formar o anion semiquinona (Q-),
catalisada pelo NADPH, sendo que o potencial de reducdo da quinona é crucial nesta etapa. A
espécie (Q~) reduz o oxigénio molecular ao anion (O27) que na presenca de SOD — enzima
superoxido dismutase, reage formando H.O.. Este &nion (O27), ou por reacdo com o peréxido
de hidrogénio formado (reacdo de Harber-Weiss!®) ou por reagdo com metais de transicéo
(reacdo de Fenton'®), gera a espécie OH no interior da célula, sendo um dos principais

responsaveis pelo estresse oxidativo das células.t” Todo o processo que envolve quinonas e
estresse oxidativo esta relacionado, portanto, a capacidade destas moléculas em gerar danos

aos sistemas biologicos a que elas sdo objetos de estudo.

14. Jamier, V.; Ba, L. A.; Jacob, C.; Selenium and tellurium-containing multifunctional redox agents as
biochemical redox modulators with selective cytotoxicity. Chem. Eur. J., 2010, 16, 10920-10928.

15. Babior, B. M. Superoxide: a two-edged sword. Braz J Med Biol Res., 1997, 30, 141-155.

16. Fenton, H. J. H.; Jackson, H. A reagdo de Fenton original envolve a oxidagdo de a-hidroxi éster com H,0;
FeCly. J. Chem. Soc., 1899, 1.

17. Silva, M. N.; Ferreira, V. F.; Souza, M. C. B. V. Um panorama atual da quimica e da farmacologia de
naftoquinonas, com énfase na B-lapachona e derivados. Quim. Nova., 2003, 26, 407-416.
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Esquema 2. Esquema adaptado do processo redox induzido por quinonas.'®

1.2. Bioatividade de Quinonas

Céancer € um nome dado a uma classe de doengas que se manifestam sobre varias
formas, mas todas comecam devido ao crescimento e multiplicacdo anormais das células, que
podem invadir tecidos e 6rgdos gerando tumores.’® E considerado um problema de satde
publica e a sexta maior causa de morte no mundo.?

O céancer ndo tem uma Unica causa, e estas causas podem ser externas, como fatores do
meio ambiente, e entende-se por ambiente 0 meio em geral (a4gua, terra e ar), o ambiente de
trabalho (industrias quimicas e afins), o ambiente de consumo (alimentos, medicamentos) e o
ambiente social e cultural (formas de agir e de se comportar). Esses fatores alteram a estrutura

genética (DNA) das células.?* Além disso suas causas podem ser por fatores internos como

18. Salas C.; Tapia, R.; Ciudad, K.; Armstrong V.; Orellana, M.; Kemmerling, U.; Ferreira, J.; Maya, J.D.;
Morello, A. Trypanosoma cruzi: activities of lapachol and alpha- and beta-lapachone derivatives against
epimastigote and trypomastigote forms. Bioorg Med Chem., 2008, 16, 668-674.

19. Almeida, V. L.; Leitdo, A.; Reina, L. C. B.; Montanari, C. A.; Donnici, C. L.; Lopez, M.T.P. Céancer ¢
agentes antineopléasicos ciclo-celular ndo especificos que interagem com o DNA: uma introdugdo. Quim. Nova,
2005, 28, 118-129.

20. World Health Organization (WHO), Cancer Health Topics: Ageing. Disponivel em:

< https://www.who.int/health-topics/cancer#tab=tab_1>. Acessado em 10 de agosto, 2022.
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hormonios, condi¢cBes imunoldgicas e mutagcdes genicas, sendo que diversos fatores podem
interagir entre si.?

Estimativas da Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) de 2018, apontam que
ocorreram no mundo 18 milhGes de novos casos de cancer e 9,6 milhdes de 6bitos e é a sexta
maior causa de mortes no mundo.?’ A incidéncia e a mortalidade por cancer vem aumentando
em parte pelo envelhecimento populacional, pelo crescimento demogréafico, e também pela
mudanca na distribuico e prevaléncia dos fatores de risco do cancer.?

O tratamento do cancer se da atraves da remocdo do tumor atraves de cirurgia e
recursos terapéuticos como radioterapia e quimioterapia.’® No entanto estes recursos
apresentam limitacfes como pouca resposta e baixa seletividade aos farmacos aplicados, além
de efeitos adversos graves.?? Diversos estudos para obtencdo de farmacos que sejam mais
seletivos e eficazes, e menos agressivos ao paciente, sdo frequentemente realizados para o
combate desta doenca.?®> Neste contexto, quinonas sdo reconhecidas por apresentarem

importante atividade antitumoral, como a mitomicina C e a doxorrubicina (Figura 2).1724
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Figura 2. Quinonas com conhecida acdo antitumoral.

A bioatividade das quinonas é associada também a sua atividade anti-tripanocida

contra a doenca de Chagas.?> A doenca de Chagas é considerada uma doenca negligenciada

21. Instituto  nacional do céncer (INCA). O que «causa o cancer? Disponivel em:
<https://www.inca.gov.br/causas-e-prevencao/o-que-causa-cancer>. Acessado em 04 de julho de 2022.

22. Oliveira, R.; Alves, R. J. Agentes Antineoplésicos Biorredutiveis: Uma nova Alternativa para o tratamento
de tumores so6lidos. Quim. Nova, 2002, 25, 976-984.

23. Urruticoechea, A.; Alemany, R.; Balart, J.; Villanueva, A.; Vinals, F.; Capella, G. Recent advances in cancer
therapy: an Overview. Curr. Pharm. Des., 2010, 16, 3-10.

24. Ferreira, S. B.; Gonzaga, D. T. G.; Santos, W. C.; Araljo, K. G. L.; Ferreiro, V. F. p-lapachona: sua
importancia em quimica medicinal e modificagdes estruturais. Rev. Virtual Quim., 2010, 2, 140-160.

25. Diogo, E. B.; Dias, G. G.; Rodrigues, B. L.; Guimardes, T. T.; Valenca, W. O.; Camara, C. A.; Oliveira, R.
N.; da Silva. M. G.; Ferreira, V. F.; Paiva, Y. G.; Goulart, M. O.; Menna-Barreto, R. F. S.; Castro, S. L.; Da
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relacionada a falta de saneamento e satide béasica em paises tropicais em desenvolvimento.?*
Esta doenca € causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e 0 meio de transmissdo da
doenca ocorre através da picada e contato com as fezes de insetos conhecidos como
barbeiros.?® A doenca de Chagas possui duas fases de manifestacdo: a fase aguda, com
sintomas de febre e mal estar e tem seus primeiros sintomas 5 a 20 dias apds contato com o
parasito, e a fase crénica que leva de 10 a 30 anos ap6s infeccdo e os sintomas sdo inchagco no
coracdo, o que pode levar a problemas cardiacos e até a morte.?” Em geral, o tratamento é
realizado com o benzonidazol (Figura 3), porém, sua eficacia em pacientes que estejam com a
doenca na fase cronica nédo é elevada.

A atividade dos compostos quinoidais contra a doenca de Chagas ja foi relatada e na
literatura foram estudados derivados de 1,4-naftoquinonas (Figura 3), como a plumbagina®,
encontrada em espécies de Drosera (Droseraceae), que induz estresse oxidativo e atua no
mecanismo de morte do parasito causador da doenca de Chagas, o Trypanossoma cruzi. A
diospirina®® uma bis-naftoquinona isolada da casca de Diospyros montana (Ebenaceae), teve
suas propriedades bioldgicas investigadas contra o T. brucei, e alguns derivados sintetizados a
partir dela mostraram aumento na atividade. O fracionamento de extratos de casca de caule e
raiz de Kigelia pinnata (Bignoniaceae) permitiu o isolamento de uma furanonaftoquinonacom

atividade pronunciada contra ambas as formas do Trypanossoma.*

Silva Janior, E. N. Synthesis and anti-Trypanosoma cruzi activity of naphthoquinone-containing triazoles:
electrochemical studies on the effects of the quinoidal moiety. Bioorg. Med. Chem., 2013, 21, 6337-6348.

26. Poloni, J. A. T.; Moraes, C. M. O.; Seelig, D. C.; Rotta, L. N.; Pasqualotto, A. C. A flagellated protozoa in
the urine: other than Trichomonas. Kidney Int., 2014, 85, 1476.

27. Laranja, F. S.; Dias, E.; Nobrega, G.; Miranda, A. Chagas’ Disease: A clinical, epidemiologic, and
pathologic study. Circulation, 1956, 14, 1035-1060.

28. Salmon-Chemin, L.; Buisine, E.; Yardley, V.; Kohler, S.; Debreu, M. A.; Landry, V.; Sergheraert, C.; Croft,
L.; Krauth-Siegel, R. L.; Davioud-Charvet, E. 2- and 3-substituted 1,4-naphthoquinone derivatives as subversive
substrates of trypanothione reductase and lipoamide dehydrogenase from Trypanosoma cruzi: synthesis and
correlation between redox cycling activities and in vitro cytotoxicity. J Med Chem., 2001, 44, 548-565.

29. Yardley, V.; Snowdon, D.; Croft, S.; Hazra, B.In vitroactivity of diospyrin and derivatives
against leishmania donovani, Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei. Phytother. Res., 1996, 10, 559-562.
30. Moideen, S. V.; Houghton, P. J.; Rock, P.; Croft, S. L.; Aboagye-Nyame, F. Activity of extracts and
naphthoquinones from Kigelia pinnata against Trypanosoma brucei brucei and Trypanosoma brucei rhodesiense.
Planta Med., 1999, 65, 536-540.
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Figura 3. Estrutura do Benzonidazol e estruturas de 1,4-naftoquinonas ativas contra T. cruzi.

Como descrito, as quinonas sdo espécies conhecidas por seu valor bioldgico, tendo
pronunciada atividade contra diversas doencas, e analisar seus efeitos contra o virus causador
da COVID-19, o SARS-CoV-2, é um alvo de estudo que se torna interessante, devido a atual

pandemia causada por essa doenga.

1.3. Pandemia da COVID-19 e o potencial de quinonas contra o virus causador da
doenca, 0 SARS-CoV-2

COVID-19 foi 0 nome dado ao conjunto de casos de sindrome respiratoria aguda
causada por um novo coronavirus relatado inicialmente em dezembro de 2019 em Wuhan,
China. Causada pelo virus denominado como SARS-CoV-2, a doenca se espalhou
rapidamente em todo o mundo, resultando em uma declaracdo de status pandémica pela
Organizacdo Mundial da Salde em trés meses apos os primeiros relatos de casos.®! Outros
exemplos de doencas pandémicas que assolaram a humanidade s&o a peste bub6nica no século

X1V, a gripe russa em 1889 e a gripe espanhola iniciada p6s primeira guerra mundial .2

31. Monteil, V.; Kwon, H.; Prado, P.; Hagelkriys, A.; Wimmer, R. A.; Stahl, M.; Leopoldi, A.; Garreta, E.;
Hurtado del Pozo, C.; Prosper, F.; Romero, J. P.; Wirnsberger, G.; Zhang, H.; Slutsky, A. S.; Conder, R.;
Montserrat, N.; Mirazimi, A.; Penninger, J. M. Inhibition of SARS-CoV-2 infections in engineered human
tissues using clinical-grade soluble human ACE2. Cell., 2020, 7, 905-913.

32. da Silva, L. A.; Soares, J. P. A,; da Silva, L. F.; da Silva, R. R.; Aradjo, M. S.; da Silva, M. V. G.; de
Oliveira, E. S.; de Mesquita, L. M. F.; de Alencar, I. F.; Dutra, V. de C. de A.; Silveira, M. B.; Norbiato, V. do
N. de P.; da Silveira, M. L. F. G.; de Souza, M. das G. G.; Souza, D. A. C.; Barbosa, I. de S. F.; Mendonca, C. de
F. de S.; Duque, E. da S.; Oliveira, J. V. E.; Silva, S. F. M. Pandemias e suas repercussfes sociais ao longo da
historia associado ao novo SARS-COV-2: um estudo de revisao. Res. Soc. Dev., 2021, 10, 3.
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Os coronavirus sdo virus relativamente grandes e contém um genoma de RNA de fita
simples encapsulado dentro de um envelope de membrana.®* A membrana viral é cravejada
com glicoproteinas que ddo aos coronavirus a aparéncia de coroa (Figura 4).3 Este tipo de
virus infecta humanos e animais, no entanto, alguns animais como 0s morcegos, que
hospedam a maior variedade dos coronavirus, parecem ser imunes a doenca induzida pelos
virus,3* se tornando assim um potencial hospedeiro para transmissdo. Existem quatro classes
de coronavirus designados como alfa, beta, gama e delta. A classe dos betacoronavirus inclui
0 virus da sindrome respiratdria aguda grave (SARS-CoV) assim como o virus da sindrome
respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) e o virus causador da COVID-19, SARS-CoV-2.
Os coronavirus atacam o sistema respiratorio inferior causando pneumonia viral, mas também
pode afetar o sistema gastrointestinal, coragdo, rim, figado e sistema nervoso central, levando

a multiplas falhas.®®

ESPICULA (S)

Figura 4. Estrutura de uma particula viral de um coronavirus, adaptado.3®

Sequenciamentos gendémicos mostraram que o SARS-CoV-2 é 96,2% idéntico ao
coronavirus do morcego e compartilha 79,5% da sequéncia identificada com SARS-CoV.%* O
RNA gendmico do SARS-CoV-2 traduz diretamente duas poliproteinas, e estas sao

processadas por uma protease principal (Mpro) também conhecida como protease do tipo

33. Liu, C.; Zhou, Q.; Li, Y. L.; Garner, V.; Watkins, S. P.; Carter, L. J.; Smoot, J.; Gregg, A. C.; Daniels, A. D.;
Jervey, S.; Albaiu, D. Research and development on therapeutic agents and vaccines for COVID-19 and related
human coronavirus diseases. ACS Cent. Sci., 2020, 3, 315-331.

34. Anthony, S. J.; Johnson, C. K.; Greig, D. J.; Kramer, S.; Che, X.; Wells, H.; Hicks, A. L.; Joly, D. O.; Wolfe,
N. D.; Daszak, P.; Karesh, W.; Lipkin, W. I.; Morse, S. S.; Mazet, J. A. K.; Goldstein, T. Global patterns in
coronavirus diversity. Virus Evol., 2017, 3.

35. O’donnell, V. R.; Chinelatto, L. A.; Rodrigues, C.; Hojaij, F. C. A brief history of medical uniforms: from
ancient history to the COVID-19 time. Rev. Col. Bras. Cir., 2020, 47, 1-4.

36. Mariz, Fabiana. A busca da USP por uma vacina nacional contra a COVID-19. Jornal da USP, 2021.
Disponivel em: <https://jornal.usp.br/ciencias/a-busca-da-usp-por-uma-vacina-nacional-contra-a-covid-19/>.
Acesso em 15 de maio de 2022.
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3CLpro, e protease do tipo papaina (PLpro), em 16 proteinas ndo estruturais.®” Estas proteinas
por sua vez, se envolvem na producdo de RNAs subgendmicos que codificam quatro
proteinas estruturais principais sendo elas a proteina do envelope (E), membrana (M), espiga
(S) e nucleocapsideo (N) e outras proteinas acessorios.®® Essas proteases Mpro e PLpro sio
enzimas que clivam ligages peptidicas entre 0os aminoacidos das proteinas e desempenham

um papel vital no ciclo de vida do coronavirus sendo alvos bioldgicos de interesse.3®

1.3.1. MproePLpro

A protease principal do SARS-CoV-2 se encontra como um dimero, tem uma diade
catalitica Cis-His e o sitio de ligacdo ao substrato esta localizado em uma fenda entre dois
dominios,® como ja relatado para outros coronavirus.>* A importancia funcional da Mpro
no ciclo de vida viral, combinada com a auséncia de homdlogos intimamente relacionados em
humanos, a caracteriza como um alvo atraente para o planejamento de drogas antivirais.*?

Uma representacdo da estrutura quartenaria dessa proteina esta demonstrada na Figura 5.

37. Dai, W.; Zhang, B.; Jiang, X. M.; Su, H.; Li, J.; Zhao, Y.; Xie, X.; Jin, Z.; Peng, J.; Liu, F.; Li, C.; Li, Y.;
Bai, F.; Wang, H.; Cheng, X.; Cen, X.; Hu, S.; Yang, X.; Wang, J.; Liu, X.; Xiao, G.; Jiang, H.; Rao, Z.; Zhang,
L. K.; Xu, Y.; Yang, H.; Liu, H. Structure-based design of antiviral drug candidates targeting the SARS-CoV-2
main protease. Science, 2020, 368, 1331-1335.

38. Wang, M.; Cao, R.; Zhang, L.; Yang, X.; Liu, J.; Xu, M.; Shi, Z.; Hu, Z.; Zhong, W.; Xiao, G. Remdesivir
and chloroquine effectively inhibit the recently emerged novel coronavirus (2019-nCaoV) in vitro. Cell Res.,
2020, 30, 269-271.

39.Jin, Z.; Du, X.; Xu, Y.; Deng, Y.; Liu, M.; Zhao, Y.; Zhang, B.; Li, X.; Zhang, L.; Peng, C.; Duan, Y.; Yu,
J.; Wang, L.; Yang, K.; Liu, F.; Jiang, R.; Yang, X.; You, T.; Liu, X.; Yang, X.; Bai, F.; Liu, H.; Liu, X,;
Guddat, L. W.; Xu, W.; Xiao, G.; Qin, C.; Z. Shi, Jiang, H.; Rao, Z.; Yang, H. Structure of Mpro from SARS-
CoV-2 and discovery of its inhibitors. Nature, 2020, 582, 289-293.

40. Anand, K.; Palm, G. J.; Mesters, J. R.; Siddell, S. G.; Ziebuhr, J.; Hilgenfeld, R. Structure of coronavirus
main proteinase reveals combination of a chymotrypsin fold with an extra alpha-helical domain. EMBO J., 2002,
13, 3213-3224.

41. Yang, H.; Yang, M.; Ding, Y.; Liu, Y.; Lou, Z.; Zhou, Z.; Sun, L.; Mo, L.; Ye, S.; Pang, H.; Gao, G. F,;
Anand, K.; Bartlam, M.; Hilgenfeld, R.; Rao, Z. The crystal structures of severe acute respiratory syndrome
virus main protease and its complex with an inhibitor. Proc Natl Acad Sci U S A., 2003, 100, 13190-13195.
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Figura 5. Estrutura quaternaria da proteina Mpro (PDB ID 7ALI).%3

A protease do tipo papaina PLpro (Figura 6) é uma proteina multifuncional com um
papel essencial no processamento de poliproteinas virais, maturacdo e montagem do
complexo de replicacdo-transcricdo (RTC), e também pode atuar nas proteinas da célula
hospedeira interrompendo a maquinaria de resposta viral do hospedeiro para facilitar a
proliferacdo e replicacdo viral.** Devido a essa centralidade da PLpro para a replicagdo do

virus, ela é um excelente candidato para direcionamento terapéutico.**

Figura 6. Estrutura quaternaria da proteina PLpro (PDB ID 7LBR).*

Desde o surgimento da COVID-19, esforcos clinicos para o desenvolvimento de

vacinas e agentes terapéuticos para tratar a doenca vem sendo desenvolvidos. A Organizagédo

43. Costanzi, E.; Kuzikov, M.; Esposito, F.; Albani, S.; Demitri, N.; Giabbai, B.; Camasta, M.; Tramontano, E.;
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SARS-CoV-2 main protease (Mpro/3CLpro) and human cathepsin-L. Int. J. Mol. Sci., 2021, 22, 11779.
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G.; Michalska, K.; Snyder, S. A.; Dickinson, B. C.; Joachimiak, A. Structure of papain-like protease from
SARS-CoV-2 and its complexes with non-covalent inhibitors. Nat. Commun., 2021, 12.

45. Shen, Z.; Ratia, K.; Cooper, L.; Kong, D.; Lee, H.; Kwon, Y.; Li, Y.; Algarni, S.; Huang, F.; Dubrovskyi, O.;
Rong, L.; Thatcher, G. R. J.; Xiong, R. Design of SARS-CoV-2 PLpro inhibitors for COVID-19 antiviral
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Mundial da Saude possui um relatério chamado “Terapéutica e COVID-19: guia de vida”,
onde frequentemente ela atualiza a lista de farmacos indicados para tratamento da COVID-19
com base em evidencias cientificas.*® Dentre esses medicamentos, pode-se citar trés exemplos
importantes no atual tratamento da doenca: o remdesivir,*” farmaco usado em fases ndo
severas da doenca, que segundo estudos, é capaz de impedir a replicacdo do virus no
organismo, o baricitinibe,*® por sua vez, é utilizado em fases criticas da doenca e atua no
desenvolvimento das células do sangue, inflamagéo e defesa do organismo e o nirmatrelvir,*°
inibidor da protease Mpro do virus. As estruturas desses medicamentos estdo representadas na
Figura 7. O desenvolvimento de farmacos que possam atuar diretamente no sistema bioldgico
do SARS-CoV-2, inibindo as enzimas chave para sua replicagdo como a Mpro e a PLpro, sdo

alternativas que podem trazer um tratamento mais eficaz para a doenca.
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Figura 7. Farmacos atualmente utilizados no tratamento da doenca da COVID-19.
1.3.2. Estudos do uso de quinonas para combate ao virus do SARS-CoV-2
Estudos recentes com ensaios de inibicdo e modelagem molecular mostraram que

derivados de quinonas podem atuar como potenciais inibidores da Mpro e PLpro, importantes

enzimas relacionadas ao sistema de replicacdo e desenvolvimento do virus, utilizadas como

46. “Terapéutica e COVID-19: guia de vida”. Organizagio Mundial da Saude. Disponivel em: <
https://app.magicapp.org/#/guideline/nBKO1E>. Acesso em 01 de junho de 2022.
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374, 2231.
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COVID-19 on Invasive Mechanical Ventilation or Extracorporeal Membrane Oxygenation: Results of a
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2021.
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alvo molecular no desenvolvimento de potenciais farmacos anti-COVID-19.>° Dentre alguns
exemplos de estudos ja realizados, esta a emodina (Figura 8), um polifenol de antraquinona
encontrado em raizes de ruibarbo, uma hortalica, que inibiu a interacdo entre proteina S e 0
receptor ACE2, que séo sistemas bioldgicos relacionados aos mecanismos de entrada do virus
no organismo.®! A embelina, um produto natural com ndcleo de quinona, demonstrou que
pode inibir a Mpro.>? Além disso outras moléculas contendo estrutura quinoidal, como o
celastrol e derivados dele,>® também exibiram atividade inibitoria contra a protease principal

do virus, a Mpro.

OH

Embelina (20)

Celastrol (21) Pristimerina (22) Tingenona (23) Iguesterina (24)

Figura 8. Compostos com estrutura quinoidal que apresentaram atividade inibitéria contra o
SARS-CoV-2.
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Um estudo de triagem contendo 668 compostos quinoidais e derivados contra o
SARS-CoV-2 foi realizado por nosso grupo, onde a validacdo bioquimica e ensaios de
dindmica molecular mostraram que as quinonas podem ser potenciais inibidores do virus da
COVID-19. Dentre eles, pode-se destacar alguns compostos (Esquema 3) que apresentaram
bons valores de ICso em ensaios com a enzima recombinante, além de estabilidade nos modos

de ligagdo demonstrados nas simulagdes de dinamica molecular.>

Derivados da 1,4- naftoqumona Triazois derivados da 1,2-naftoquinona

O

(25) (26) OCH3 : (27) R=H (28) Clgp=2,2 % o 2
Clsp=5,0+0,2 Clso= 0,41 + 0,02 1Clsg=1,72011 Br (29) Clsp=3,1£0,9

Esquema 3. Estrutura dos compostos estudados como potenciais inibidores do SARS-CoV-2.
1.4. Desenvolvimento de farmacos

Um farmaco pode ser definido como uma substancia quimica de estrutura conhecida
que, quando administrada a um organismo vivo, produz efeito terapéutico. * Essas
substancias podem ser sintetizadas ou obtidas a partir de plantas ou animais.>® O
desenvolvimento de um novo farmaco passa obrigatoriamente por algumas etapas,
experimentais e clinicas, e o tempo total de desenvolvimento de um novo medicamento pode

ultrapassar 10 anos.>® Pode-se ver na Figura 10 um resumo deste processo.

54. Santos, L. H.; Kronenberger, T.; Almeida, R. G.; Silva, E. B.; Rocha, R. E. O.; Oliveira, J. C.; Barreto, L. V;
Skinner, D.; Fajtova, P.; Giardini, M. A.; Woodworth, B.; Bardine, C.; Lourenco, A. L.; Craik, C. S.; Poso, A,;
Podust, L. M.; McKerrow, J. H.; Siqueira-Neto, J. L.; O'Donoghue, A. J.; da Silva Junior, E. N.; Ferreira, R. S.
Structure-based identification of naphthoquinones and derivatives as novel inhibitors of main protease Mpro and
papain-like protease PLpro of SARS-CoV-2. J. Chem. Inf. Model, 2022.

55. Oliveira, G. C. Introducéo as ciéncias farmacéuticas. 12 Ed. Clube de Autores. 18 outubro 2013.

56. Instituto Nacional do Céncer. Fases de desenvolvimento de um novo medicamento. Brasil, 2021. Disponivel
em:

<https://www.inca.gov.br/pesquisa/ensaios-clinicos/fases-desenvolvimento-um-novo-
medicamento#:~:text=Considerando%20as%?20etapas%20da%20pesquisa,um%20medicamento%20que%20ser
%C3%A1%20comercializado>. Acesso em 10 de janeiro de 2022.
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Pesquisa de Ensaios clinicos Aprovacado
candidatos e  Farmacocinética e  Submissdo a agéncia
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Figura 9. Esboco do desenvolvimento de um farmaco (Adaptado de Farmacoldgica -

Universidade Federal do Rio Grande do Sul).>’

Uma hip6tese cientifica geralmente é o inicio do desenvolvimento de um farmaco:
considerando-se uma doenca viral a ser combatida, busca-se solucbes, tais como o
desenvolvimento de um agente que combata a replicacéo do virus causador daquela doenca.*
Nesta fase os compostos sintetizados, que podem ou ndo ser derivados de um composto
protétipo, sdo testados em células isoladas (in vitro) e em animais (in vivo). Ainda nesta fase,
os estudos de bioinformatica acerca dos compostos que estdo sendo desenvolvidos e seus
possiveis alvos bioldgicos sdo aplicados.>

Existem diversos métodos para o planejamento desses farmacos, dentre estes métodos
existe a hibridacdo molecular. Essa estratégia compreende a unido de caracteristicas
estruturais de dois compostos bioativos distintos em uma nova estrutura.>® Este novo
composto hibrido podera, por exemplo, inibir duas enzimas distintas, ou pode estar
relacionada com o antagonismo ou agonismo de dois biorreceptores.® Um exemplo
interessante de hibridacdo molecular é o benorilato (Figura 10), fArmaco anti-inflamatorio,
analgeésico e antipirético, obtido pela reacdo entre o paracetamol (analgésico e antipirético) e o
cloreto do acido acetilsalicilico, derivado do acido acetilsalicilico (anti-inflamatdrio,
analgésico e antipirético).>®®® Outra estratégia de planejamento de farmacos é o
bioisosterismo, onde é realizada a modificagdo de um composto-prototipo, com trocas de

fragmentos moleculares como a troca de um grupamento funcional por outro com

57. Frank, F. S. Como sdo desenvolvidos os medicamentos? Farmacologica. 2020. Disponivel em:
<https://www.ufrgs.br/farmacologica/2020/06/30/como-sao-desenvolvidos-os-medicamentos/>. Acesso em 10
de janeiro de 2022.

58 Barreiro, E. J.; Fraga, C. A. M. Quimica Medicinal: As Bases Moleculares da Acdo dos Farmacos. 22 ed.
Artmed, 2008.

59 Korolkovas, A.; Burckhalter, J. H.; Quimica Farmacéutica. 1% ed. Guanabara Koogan. 1988.

60. Aradjo, C. R. M.; Filho, C. A. L.; Santos, V. L. dos A.; Maia, G. L. A.; Gonsalves, A. A. Desenvolvimento
de farmacos por hibridacdo molecular: uma aula prética de quimica medicinal usando comprimidos de
paracetamol e sulfadiazina e a ferramenta virtual SciFinder®. Quim. Nova. [online], 2015, 38, 6.
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propriedades fisico-quimicas similares mas que possam apresentar atividades distintas,

levando a obtencdo de novos derivados do composto-prototipo.>®

Acido
Paracetamol Acetilsalicilico

LR N I

Benorilato (30)

Figura 10. Estrutura do Benorilato, adaptado.®®

1.5. Modelagem molecular

Metodologias computacionais sdo importantes ferramentas da descoberta de novos
farmacos e tem ampla aplicacdo na industria.’* A metodologia de acoplamento (ou docking)
de pequenas moléculas a sitio ativos de proteinas foi desenvolvida no inicio da década de
1980e desde entdo vem sendo uma area de pesquisa muito ativa. 52

A ancoragem molecular de um ligante a um local especifico, seja o sitio ativo de uma
enzima ou seu sitio alostérico, envolve a previsdo da conformacéo do ligante e sua orientacdo
no sitio, e uma estimativa da energia de interacdo proteina-ligante.®* Alguns fatores podem
influenciar no modo de ligacdo que estes ligantes tendem a ter no sitio ativo, as caracteristicas
estruturais sao um exemplo, onde substituintes a depender da estrutura molecular, fazem
interacdes de hidrogénio, interacbes de empilhamento aromatico ou interacBes de longo
alcance, e assim interagem com os residuos do sitio ativo, o que tende a estabilizar o modo de
ligacdo do ligante naquele alvo.®! Portanto, modificagBes estruturais visando essas interacdes
sdo alternativas sintéticas interessantes.

Sédo vérias etapas que descrevem os calculos de ancoragem molecular, desde o estudo

e preparo da proteina alvo e dos seus potenciais ligantes, até as analises das interacbes

61. Kitchen, D. B.; Decornez, H.; Furr, J. R.; Bajorath, J. Docking and scoring in virtual screening for drug
discovery: Methods and applications. Nat. Rev. Drug Discov., 2004, 3, 935-949.

62. Kuntz, I. D.; Blaney, J. M.; Oatley, S. J.; Langridge, R.; Ferrin, T. E. A geometric approach to
macromolecule-ligand interactions. J Mol Biol., 1982, 161, 269-288.
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encontradas nos calculos. O estudo do sitio ativo da proteina e quais residuos de aminoacidos
sdo chave para a interacdo sdo uma etapa importante, pois a “caixa de dockagem”, que ¢ o
local onde as moléculas serdo encaixadas e os calculos de modelagem serdo realizados €
normalmente localizada no sitio ativo da proteina ou em algum sitio alostérico.%® Antes dos
calculos, alguns passos devem ser feitos para otimizar o alvo molecular, essa otimizacdo é
feita adicionando cargas a determinados residuos e a determinacdo da flexibilidade da
proteina vai depender de fatores como custo computacional, além da andlise detalhada do
sistema bioldgico que esta sendo tratado.’? O preparo dos ligantes, moléculas a serem
utilizadas nos célculos de interagdo, consiste no célculo dos graus de liberdade da molécula,
cargas atémicas, tor¢do das ligagGes e otimizacio da estrutura.5!

Para os calculos de modelagem molecular, os algoritmos sdo efetuados por funcdes de
pontuacdo, uma soma das energias de interacdo que sdo calculadas quando a molécula é
encaixada no sitio, e essa funcdo de pontuacdo varia de acordo com cada programa e a
atividade bioldgica desses alvos potenciais pode ser avaliada através dos resultados
encontrados nestes célculos.®? Inicialmente essas simulacbes de acoplamento utilizam de
complementos eletrostaticos, passando para avaliacBes das interacGes de van der Waals,
interacGes hidrofilicas e hidrofdbicas, inclusdo de efeitos de solvatacéo e até entropicos.®*

Existem alguns problemas associados a estes calculos, principalmente relacionados a
sua precisdo. A pontuacdo destas conformacdes e seu valor de entalpia ndo podem ser usados
como classificatérios sem uma analise detalhada da interacdo daquela pose no alvo. A
resolucédo limitada de alvos cristalogréficos, a flexibilidade dos residuos, o ajuste induzido e a
participacdo de moléculas de d&gua nas interagdes proteina-ligante também trazem
complexidade a estas analises.®* Ainda assim, o uso destas ferramentas é utilizado com

frequéncia como alternativa nos estudos de interacdo de diversos sistemas bioldgicos.®?

1.5.1. Aspectos teodricos

Em um célculo de docking busca-se a previsao correta da estrutura [proteina + ligante]
= [proteina-ligante] no equilibrio.® O Esquema 4 mostra uma protease do HIV e sua ligacio
com um inibidor. A previsdo da pose correta do ligante que levara a estrutura do complexo [E

+ 1] ndo requer informacBes sobre Ka. Mas para atividade bioldgica esta informagdo é

63. Morgon, N. H. Coutinho, K. Métodos de Quimica Teérica e Modelagem Molecular. 12 edi¢do. Livro da
Fisica, 2007.

64. Gohlke, H.; Klebe, G. Approaches to the description and prediction of the binding affinity of small-molecule
ligands to macromolecular receptors. Angew Chem Int Ed Engl., 2002, 41, 2644-2676.
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importante e fatores estéricos, eletrostaticos, ligagdo de hidrogénio, cepa do inibidor e da
enzima estdo relacionados a [EI], tornando os termos das equacOes relacionados a estes
fatores. E considerando o equilibrio da equacdo dessolvatagdo, entropia de rotacdo e

translagdo sdo importantes.®®

[Ellqq == [Elaq t+ [I]oq EqQuacéo 1

_ -1 _ _El x
K,= K" = T Equagéo 2

AG = —RTInK, Equacéo 3

[E]aq [I]aq [E+I]aq

Esquema 4. Adaptagdo do esquema “Aspectos tedricos do Docking”.®t

1.6. Sintese de derivados naftoquinoidais

As quinonas representam uma classe particularmente interessante de compostos pois
sdo metabolitos de processos redox amplamente encontrados na natureza e sdo um grupo de
substancias organicas com pronunciada atividade bioldgica.®® A obtencdo de moléculas com
mais de um nucleo quinoidal, ou seja, dois ou mais sitios redox, pode ser obtida através da
conhecida quimica click, como um exemplo a reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisadas
por cobre,’® e é uma rota sintética interessante, pois novas moléculas podem ser sintetizadas
com diversas estruturas e novas atividades biologicas podem ser encontradas a partir dos

estudos destes compostos.

65. Kitchen, D. B.; Decornez, H.; Furr, J. R.; Bajorath, J. Docking and scoring in virtual screening for drug
discovery: Methods and applications. Nat. Rev. Drug Discov., 2004, 3, 935-949.

66. Lima, D. J. B.; Almeida, R. G.; Jardim, G. A. M.; Barbosa, B. P. A.; Santos, A. C. C.; Valenga, W. O.;
Scheide, M. R.; Gatto, C. C.; de Carvalho, G. G. C. Costa, P. M. S.; Pessoa, C.; Pereira, C. L. M.; Jacob, C.;
Braga, A. L.; da Silva Janior, E. N. It takes two to tango: synthesis of cytotoxic quinones containing two redox
active centers with potential antitumor activity. RSC Med. Chem., 2021, 12, 1709-1721
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A sintese de derivados de 1,4-naftoquinonas com modificacdes no anel A ou B trazem
uma série de novos compostos, essas derivacdes podem ocorrer em uma ou mais posicoes, e
estas inclusdes de novos grupos substituintes variam de acordo com a posicdo e também de
acordo com o grupo substituinte. No Esquema 5, algumas reacOes para derivacOes de
quinonas estdo exemplificadas: O uso da catalise para este tipo de reagdo, onde um hidrogénio
aromatico € substituido por uma variedade de grupos atraves de reacdes de ativacdo C-H, é
realizada com diversos tipos de catalisadores. Dentre alguns exemplos destas sinteses tem-se a
iodagdo C—H catalisada por rddio,®” oxigenagdo C—H catalisada por ruténio,®® e também
catalisado por rédio tem-se a insercdo de grupos alquil, como exemplo o anel benzénico®.
Outro exemplo de compostos derivados de quinonas estd a sintese de azidas a partir de
derivados do lapachol 7,6 que sdo usadas nas sinteses de anéis triazélicos possuindo dois
centros quinoidais.®® Outros exemplos de modificacdes sio reacdes de anelacio no anel B da
naftoquinona’, insercdo de grupos sulfonil também no anel B,’* além da sintese de

imidazdis.”

67. Jardim, G. A. M.; da Silva Janior, E. N.; Bower, J. F. Overcoming naphthoquinone deactivation: rhodium-
catalyzed C-5 selective C-H iodination as a gateway to functionalized derivatives. Chem Sci., 2016, 7, 3780-
3784.

68. Dias, G. G.; Rogge, T.; Kuniyil, R.; Jacob, C.; Menna-Barreto, R. F. S.; da Silva Janior, E. N.; Ackermann,
L. Ruthenium-catalyzed C-H oxygenation of quinones by weak O-coordination for potent trypanocidal agents.
Chem Commun (Camb)., 2018, 54, 12840-12843.

69. Jarim, G. A. M.; Silva, T. L.; Goulart, M. O. F.; Simone, C. A.; Barbosa, J. M. C.; Salomao, K.; Castro, M.
S. L.; Bower, J. F.; da Silva Janior, E. N. Rhodium-catalyzed C-H bond activation for the synthesis of quinonoid
compounds: Significant Anti-Trypanosoma cruzi activities and electrochemical studies of functionalized
quinones. Eur. J. Med. Chem., 2017, 136, 406-419.

70. E. N. da Silva Junior, R. L. de Carvalho, R. G. Almeida, L. G. Rosa, F. Fantuzzi, T. Rogge, P. M. S. Costa,
C. Pessoa, C. Jacob, L. Ackermann. Ruthenium(ll)-catalyzed double annulation of quinones: step-economical
access to valuable bioactive compounds. Chem. Eur. J., 2020, 26, 10981.

71. Almeida, R. G.; De Carvalho, R. L.; Nunes, M. P.; Gomes, R. S.; Pedrosa, L. F.; De Simone, C. A.; Gopi, E.;
Geertsen, V.; Gravel, E.; Doris, E.; Da Silva Junior,” E. N. Carbon nanotube-ruthenium hybrid towards mild
oxidation of sulfides to sulfones: efficient synthesis of diverse sulfonyl compounds. Catal. Sci. Technol., 2019,
9, 2742-2748.

72. (1) Gleiston G. Dias, Esther R. S. Paz, Juliana Y. Kadooca, Addo A. Sabino, Luiz A. Cury, Kohei Torikali,
Carlos A. de Simone, Felipe Fantuzzi, and Eufranio N. da Silva Junior. Rhodium(l1l)-Catalyzed C-H/N-H
Alkyne Annulation of Nonsymmetric 2-Aryl (Benz)imidazole Derivatives: Photophysical and Mechanistic
Insights. J. Org. Chem., 2021, 1, 264-278. (2) L. A. Machado, E. R. S. Paz, M. H. Araujo, L. D. Almeida, I. A.
0. Bozzi, G. G. Dias, C. L. M. Pereira, L. F. Pedrosa, F. Fantuzzi, F. T. Martins, L. A. Cury, E. N. da Silva
Junior. Ruthenium(ll)-catalyzed C-H/N-H alkyne annulation of nonsymmetric imidazoles: mechanistic insights
by computation and photophysical properties. Eur. J. Org. Chem., 2022, €202200590.
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Grande
. espectro de :
variacoes

Esquema 5. Exemplos de derivados naftoquinoidais.

Quinonas foram testadas contra enzimas do virus da COVID-19,°* e no Esquema 6
estd destacado o composto 28 que exibiu atividade contra a poliproteina viral PLpro. A
bioatividade desse composto pode estar relacionada com a unido de dois centros redox de
quinona por meio de um anel 1,2,3-triaz6lico. Uma alternativa interessante, e que sera
abordada nesse trabalho, sdo modificaces feitas no anel A da 1,4-naftoquinona e que levardo

a derivados deste composto.

,N:N H o) R
N\/)\/N R=OH
i halogéneos
= -
R =H (28) o) OR

Esquema 6. Alternativas para derivacGes do composto 28.

1.6.1. Sintese da 1,4-naftoquinona com alcino

Alcinos, hidrocarbonetos insaturados terminais ou ndo, séo um grupo funcional em
sintese organica de extrema importancia pois a partir deles pode se gerar uma variedade
grande de compostos. O composto 28 € obtido através da reacdo de um alcino terminar e uma
azida. Para a formagdo do alcino que da origem ao composto 28 uma reagdo entre uma

naftoquinona com a amina da propagilamina que tem um alcino em sua estrutura, ocorre
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como mostrado no Esquema 7.”® A depender da substituicdo do anel A, a naftoquinona pode
se tonar assimétrica, logo a entrada do alcino poderia ocorrer na posicdo 2 ou 3 da

naftoquinona.

2
R + HzN/\\\ CH;CN, t.a., 24 h> R

3
! Yy

1,4-naftoquinona  Propagilamina

substituida 1,4-naftoquinona com alcino

Esquema 7. Reacdo para formacéo dos alcinos.
1.6.3. Sintese de azidas

Compostos organicos com grupo funcional azida sdo de extrema importancia na
sintese organica, pois este grupo serve como ponte para obtencdo de outros compostos como
por exemplo o triazol, que através de uma reacdo da azida com um alcino terminal forma o
ciclo 1,2,3-triaz6lico.”® A sintese das azidas e suas atividades bioldgicas vem sido estudadas
por nosso grupo.?>®4™ Um exemplo da sintese de duas azidas esta descrito no Esquema 8. A
sintese da azida 16, que da origem ao composto 28, se da através do nor-lapachol 31, obtido a
partir do derivado natural lapachol 7 por oxidagdo de Hooker™, seguida por uma reacéo de
ciclizacdo de 31 com bromo em cloroférmio. Por meio de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica com azida de sodio em diclorometano, o composto de interesse 33 é obtido.%®

O composto 36 (Esquema 8), uma azida que parte da C-alil-lausona 34 ¢é sintetizada a
partir de uma ciclizacdo levando ao composto iodado 35, seguida por uma substituicdo

nucleofilica com azida de s6dio onde a azida 36 ¢ obtida.

73. Mezeiova, E.; Janockova. J.; Andrys, R.; Soukup, O.; Kobrlova, T.; Muckova, L.; Pejchal, J.; Simunkova,
M.; Handl, J.; Micankova, P.; Capek, J.; Rousar, T.; Hrabinova, M.; Nepovimova, E.; Marco-Contelles, J.L.;
Valko, M.; Korabecny, J. 2-Propargylamino-naphthoquinone derivatives as multipotent agents for the treatment
of Alzheimer's disease. Eur J Med Chem., 2021, 211, 113112.

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

75. Lee, K.; Turnbull, P.; Moore, H. W. Concerning the mechanism of the Hooker oxidation. J. Org. Chem.,
1995, 60, 461-464.
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Sintese da azida 33 a partir do nor-lapachol 31

0 0
OH 0
O Br, CHCI, O‘ NaN; CH,Cl,
—L " 3y — T
Z 100% B 85%
0 0
31 32
Sintese da azida 36 a partir da C-alil-lausona 34
o) o} o
OH o 0
O‘ l, piridina, CH,Cl O‘ NaN; DMF O‘
: —_—
AN 62% 92%
0 o o)

34 35 1 36 @

Esquema 8. Sintese das azidas 33 e 36.5
1.6.4 Reagdes click

Considerada como uma das grandes descobertas da area de sintese organica do século
XXI, as reacBes de cicloadicdo catalisadas por cobre (CUAAC) foram desenvolvidas por
Sharpless’® em 2001. Para estas reacdes, foram definidos alguns pardmetros chave para que o
processo da sintese atendesse ao seu conceito: deve ser uma reagdo modular, porém ampla em
escopo, com Gtimos rendimentos, com geracdo de subprodutos simples e facilmente isolaveis,
estereoespecifica, com condicdes de reacdo simples, tendo como materiais de partida
reagentes disponiveis de facil obtencdo e o uso de solvente seja 0 menor possivel e que este
solvente seja simples e ndo toxico como a &gua por exemplo.®” Além disso, os produtos
devem ser estaveis especialmente em condicdes fisioldgicas. Um exemplo comum de reac6es
click se da entre um alcino e uma azida como exemplificado no Esquema 9 levando a

compostos com anéis triazlicos como o composto 28.

76. Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B. Click chemistry: diverse chemical function from a few good
reactions. Angew Chem Int Ed Engl., 2001, 40, 2004-2021.
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(A) Reacao Click:
cu'/L cu'lL

&ﬂﬁm%,‘g»

Agente redutor

Anel triazélico formado
(B) Exemplo de aplicacio da rea(;ﬁo Click:

CuS0,'5H,0 (1% mol)

Ascorbato-Na (5% mol) N‘N o
N
H H,O/t-BuOH (2:1), ta, 8 h ‘O

Alcino Azida

Esquema 9. Esquema de sintese para reacdo click entre azida e alcino.

A quimica click promove a formacdo de ligacGes carbono-heteroatomo, seguindo o
exemplo da natureza onde grande parte dos blocos formadores da vida tem esse tipo de
caracteristica em suas moléculas. No Esquema 10 estdo listados algumas das mais comuns
que correspondem aos critérios listados para serem classificadas como reacgdes click: reacdes
de cicloadigéo, incluindo as reagdes click entre alcinos e azidas’’, reacdes nucleofilicas de
abertura de anel em moléculas tensas como epoxidos,’® reacdes de carbonilas do tipo n&o
alddlico™ e reacdes de adicdo a alcenos e alcinos como adicio de Michael e a quimica do

tiol/eno-ino.8°

77. Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. A stepwise Huisgen cycloaddition process:
copper(l)-catalyzed regioselective “ligation” of azides and terminal alkynes. Angew Chem Int Ed., 2002, 41,
2596-9.

78. Kumaraswamy, G.; Ankamma, K.; Pitchaiah, A. Tandem epoxide or aziridine ring opening by azide/copper
catalyzed [3+2] cycloaddition: efficient synthesis of 1,2,3-triazolo beta-hydroxy or beta-tosylamino functionality
motif. J Org Chem., 2007, 72, 9822-9825.

79. Heredia, K. L.; Tolstyka, Z. P.; Maynard, H. D. Aminooxy end functionalized polymers synthesized by
ATRP for chemoselective conjugation to proteins. Macromolecules, 2007, 40, 4772-4779.

80. Campos, L. M.; Killops, K. L.; Sakai, R.; Paulusse, J. M. J.; Damiron, D.; Drockenmuller, E.; Messmore, B.
W.; Hawker, C. J. Development of thermal and photochemical strategies for thiol-ene click polymer
functionalization. Macromolecules, 2008, 41, 7063-7070.
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Reagdes de ciclo adi¢éo Quimica de carbonil do tipo ndo aldélico
Click de alcinos-azidas R"O
o] N
nN=N . I
R—=———-H + N;-R* ——> ﬁ\/)—R R + HN-OR" —»
R
Reagoes nucleofilicas de abertura do anel Reagbes de adigdo de alcenos ou alcinos

SRII

o} _ HO H
/\ * N ——> >_< o/= + HSR ——> /—/
R’ Nu R’

Rl

Esquema 10. Diferentes reacdes do tipo click.®

Neste trabalho, as reacdes de cicloadi¢Oes insaturadas, especialmente as do tipo 1,3-
dipolar catalisada por cobre(l) entre alcinos e azidas, levando a obtencdo de compostos 1,2,3-
triazdlicos-1,4-dissubstituidos, sdo o foco de desenvolvimento para novas moléculas inéditas
que poderdo ser utilizadas nos testes contra diversas doencas, assim como a COVID-19.

A reacdo de ciclo adicdo 1,3-dipolar que ocorre entre um alcino terminal ou interno e
uma azida catalisada por cobre, leva a formacdo do nucleo triazélico, obtido exclusivamente
de forma sintética.®® Essas reacdes foram inicialmente descritas Michael® e Huisgen,®® porém
apresentavam baixos rendimentos além de gerar uma mistura de produtos, onde regioisémeros

sdo formados em proporgéo (1:1), como representado Esquema 11.

. N:N\N 2+ NN
—-— - N\ - 2
RV\\\.,. I3 92°C,18 h Hi/ _N-R
Rz R1 R1

(1:1)

Esquema 11. Reacdo entre alcino terminal e azida no catalisada por cobre.283

Sharpless, por sua vez, descobriu que estas rea¢des tinham melhor rendimento para
formagéo do nucleo 1,2,3-triaz6lico com preferéncia pelo isdmero substituido na posicao 1,4
(Esquema 12):7®

81. Tasdelen, M. A.; Kiskan, B.; Yagci, Y. Externally stimulated click reactions for macromolecular syntheses.
Prog. Polym. Sci., 2015, 52, 19-78.

82. Michael, A.; Auf, U. D. E. V. D. Acetylendicarbonsduremethylester. J. prakt. Chem., 1893, 48, 94-95

83. Huisgen, R.; Szeimies, G.; Mobius, L. 1.3-Dipolare cycloadditionen, XXXII. Kinetik der additionen
organischer azide an CC-mehrfachbindungen. Chem. Ber., 1967, 100, 2494-2507.
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CuS0,'5H,0 (1% mol) N:N\N ”
Ascorbato-Na (5% mol) S

1
R ’\\\ + éz >
HzO/t'BUOH (21), t.a., 8 h R1 91%

Esquema 12. Reacdo entre alcino terminal e azida catalisada por cobre.

Os catalisadores de cobre que podem ser usados para a reacdo devem ter a capacidade
de gerar espécies de (Cu').2* Como fontes do fon cuproso, pode-se citar os sais de haletos
(Cul® e CuBr®), ou de acetato,®’ e até mesmo complexos de cobre.® No entanto, a fonte mais
comum, desenvolvida inicialmente pelo proprio Sharpless®® é o uso de sais de cobre estaveis
como o sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4¢5H20), acetato de cobre e um agente
redutor, onde o ascobato de sédio é um dos mais empregados. Essa alternativa conta com
diversas vantagens como nao sofrer interferéncia do oxigénio atmosférico e ser feita em agua
em mistura com outros solventes.*

Os solventes utilizados nestas reacdes, como determinado por Sharpless, devem ter o
menor uso possivel. A &gua, por solubilizar bem a fonte de cobre e o agente redutor, é
comumente utilizada em sistemas bifasicos com outros solventes organicos como
diclorometano e acetonitrila, dentre outros.”® A importancia nesse caso é que os reagentes
estejam bem solUveis, e é comum serem feitos testes para descobrir qual sistema ideal para
cada reacao.

Um exemplo da aplicacdo do uso de triazdis na obtencdo de compostos bioldgicos,
estd na sintese de compostos peptidomiméticos, com uma estrutura similar a um peptideo,

onde um aminoacido sintético contendo um anel triazolico foi um substituinte eficaz de

84. Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, Sharpless, V. V.; K. B. A stepwise huisgen cycloaddition process:
copper(l)-catalyzed regioselective ligation of azides and terminal alkynes. Angew. Chem., 2002, 41, 2596.

85. Tornge, C. W.; Christensen, C.; Meldal, M. Peptidotriazoles on solid phase: [1,2,3]-triazoles by regiospecific
copper(i)-catalyzed 1,3-dipolar cycloadditions of terminal alkynes to azides. J Org Chem., 2002, 67, 3057-3064.

86. Punna, S.; Kaltgrad, E.; Finn, M. G. "Clickable" agarose for affinity chromatography. Bioconjug Chem.,
2005, 16, 1536-41.

87. Kuang, G. C.; Michaels, H.A.; Si mmons, J. T.; Clark, R. J.; Zhu, L. Chelation-assisted, copper(Il)-acetate-
accelerated azide-alkyne cycloaddition. J Org Chem., 2010, 75, 6540-6548.

88. Trabocchi, A.; Menchi, G.; Cini, N.; Bianchini, F.; Raspanti, S.; Bottoncetti, A.; Pupi, A.; Calorini, L.;
Guarna, A. Click-chemistry-derived triazole ligands of arginine-glycine-aspartate (RGD) integrins with a broad
capacity to inhibit adhesion of melanoma cells and both in vitro and in vivo angiogenesis. J Med Chem., 2010,
53, 7119-7128.

89 Rostovtsev, V. V.; Green; L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. A stepwise Huisgen cycloaddition process:
copper(l)-catalyzed regioselective “ligation” of azides and terminal alkynes. Angew. Chem Int. Ed., 2002, 41,
2596-2599.

90. Freitas, L. O.; Ruela, F. A.; Pereira, G. R.; Alves, R, B.; Freitas, R. P.; Santos, L. J. A reacdo "click" na
sintese de 1,2,3-triaz0is: aspectos quimicos e aplicagbes. Quim. Nova, 2011, 34, 10.
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dipeptideos em estruturas bioldgicas.®% O uso de triazdis na sintese de novas drogas e
derivados de farmacos ja estabelecidos é de extensa aplicacdo. E interessante ressaltar o fato
de que a sintese destes ciclos pode utilizada para unido de dois ou mais compostos de
interesse, e 0 anel triazolico pode ser inerte ou apresentar também atividades bioldgicas
interessantes.’

Um exemplo de aplicagdo das sinteses de triaz0is na area da quimica medicinal e um
dos primeiros relatados,® foi na tentativa de gerar derivados da vitamina D3 (Figura 11), onde
se obteve reacdes bem sucedidas com dimeros do triazol 1,4-dissubstituidos, embora sem
atividade bioldgica semelhante a Vitamina D3, no entanto, esse resultado mostrou a extenséo
de novos compostos que podem ser elucidados a partir desta quimica. Outro exemplo foi a
sintese de compostos contendo a por¢do 1,2,3-triazélico na geracdo de inibidores de protease
do HIV, onde dois compostos foram tidos como potenciais inibidores na faixa de

nanomolar.®*

..................................

':l\ Anel
N'N triazolico
\ inserido

P

“ssssssssssns’

Ho“
Derivado da
vitamina D (37)

Figura 11. Derivado sintético da Vitamina D.

91. Tron, G. C.; Pirali, T.; Billington, R. A.; Canonico, P. L.; Sorba, G.; Genazzani, A. A. Click chemistry
reactions in medicinal chemistry: applications of the 1,3-dipolar cycloaddition between azides and alkynes. Med
Res Rev., 2008, 2, 278-308.

92. Bennett, I.; Broom, N. J. P.; Bruton, G.; Calvert, S.; Clarke, B. P.; Coleman, K.; Edmondson, R.; Edwards,
P.; Jones, D.; Osborne, N. F.; Walker, G. 6-(Substituted methylene)penenms, potent broad spectrum inhibitors of
bacterial beta lactamase. J Antibiotics., 1991; 44, 331-337.

93. Suh, B. C.; Jeon, H.; Posner, G. H.; Silverman, S. M. Vitamin D side chain triazole analogs via cycloaddition
’click’ chemistry. Tetrahedron Lett., 2004, 45, 4623-4625.

94. Brik, A.; Muldoon, J.; Lin, Y.; Elder, J. H.; Goodsell, D. S.; Olson, A. J.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B.;
Wong, C. H. Rapid diversity-oriented synthesis in microtiter plates for in situ screening of HIV protease
inhibitors. ChemBioChem., 2003, 4, 1246-1248.
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A unido de dois centros quinoidais através das reacbes CUAAC, numa espécie de
hibridizacdo molecular, trard a sintese de derivados com dois nucleos redox e novas
funcionalizagdes nos anéis benzénicos das naftoquinonas podem trazer uma nova classe de
compostos com grande interesse biologico.

Com estudos de modelagem molecular, é possivel analisar as interagfes ligante-
proteina entre novas naftoquinonas e alvos bioldgicos de interesse como exemplo as enzimas
Mpro e Plpro relacionadas ao ciclo de vida do virus SARS-CoV-2, para uma melhor
compreensdo de como esses compostos interagem nestes meios, e relacionar isto com as
atividades bioldgicas a serem estudadas para estes compostos.

As caracteristicas mencionadas dos compostos com nucleo quinoidal mostram que
essa classe de moléculas é promissora para o desenvolvimento de novos candidatos a

farmacos com atividade antitumoral e antiviral.
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2. MOTIVACAO

Considerando a enorme capacidade biologica de quinonas contendo dois centros
redox,’! destaca-se a necessidade da obtencdo de farmacos para o potencial tratamento da
doenca causada pelo virus SARS-CoV-2 causador da COVID-19. Devido o constante
surgimento de mutagdes do virus e novas infeccOes a certeza de que essa doenca ira se manter
presente no cotidiano de toda humanidade mostra a necessidade de desenvolvimento de
potenciais moléculas com atividade anti-COVID-19.

Para este propdsito, foi escolhido como principal foco de desenvolvimento, a sintese de
novos derivados do composto 28, composto que obteve bons resultados experimentais e
tedricos para uma das proteases do virus, a PLpro.>* As derivagGes deste composto partem da
substituicdo do anel A da 1,4-naftoquinona. Além disso outras azidas derivadas também serdo
utilizadas, de forma que a reacdo click produzira uma serie de compostos. 1sso pode ser melhor
exemplificado no esquema abaixo (Esquema 13):

O, O
Sitio redox
1 Q Segundo grupo
f W4
0 Sitio redox
. ' o 0 :

-~
Y

. H O
AR N N, g JU
o b DS
(28)
Primeiro grupo I
azido-quinoidal

Modificacdes
O OR O OH

or“ org dg Ug S— (=5

Esquema 13. Exemplificacdo das derivacdes que podem ser feitas partindo do composto
28.
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3. OBJETIVOS

Serdo realizadas substituicdes no anel A da 1,4-naftoquinona através de diferentes
condicGes de reacdo. Em seguida pretende-se fazer uma reacéo de adi¢do nucleofilica no anel

B da quinona formando o alcino de interesse (Esquema 14).

(0]

(¢}

Esquema 14. Estratégia sintética para obtencdo das 1,4-naftoquinonas.

Serdo sintetizadas duas azidas e sua sintese ocorre de forma independente. A primeira
delas, a azida 16 sera sintetizada através de uma reacdo de ciclizacdo do nor-lapachol (31) com

bromo molecular seguida de uma substituicdo nucleofilica, formando a azida 33 (Esquema 15).

(o) (0}
OH Halociclizacio, 0
Substitui¢do nucleofilica
D L L T LR >
N3
(0] (0]
31 33

Esquema 15. Estratégia sintética para obtencdo da azida 33.

Posteriormente a azida 19 sera obtida através de uma ciclizacdo da C-alil-lausona (34)
com iodo molecular seguida de uma substituicdo nucleofilica formando a azida 36 (Esquema
16).

o 0

OH o - o]
Substituicao nucleofilica
----------------------------- }
N

0 o
34 36 N,

Esquema 16. Estratégia sintética para obtencéo da azida 36.
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Por fim, os novos derivados foram planejados com a reagdo das duas azidas com 0s
alcinos obtidos através de reacbes de cicloadicdo levando aos derivados 1,2,3-triazolicos

(Esquema 17).

H (0]
AP EIC
(0]
(0] (0] (0]
0] (0]
A
O‘ +®_ :: I :l Cicloadicio OO
AN AN AN e >
E/\\\
o} o} o N=N 0
N3 N\a\/};}

(3@
o
Esquema 17. Estratégia sintética para sintese dos derivados triazolicos.

Paralelo a estas sinteses, serdo realizados calculos computacionais de modelagem
molecular destes compostos com alvos bioldgicos relacionados ao virus da COVID-19.
Depois da caracterizagdo dos compostos obtidos através das técnicas espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia na regido do infravermelho, andlises de
cristalografia de raios-X e ponto de fuséo, alguns destes compostos serdo por fim submetidos a
avaliacdo bioldgica, onde sera avaliado sua atividade contra o virus SARS-CoV-2 da COVID-
19.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura da 1,4-naftoquinona sera numerada como esta exemplificado no Esquema
18, classificando o anel contendo as carbonilas como anel B e o anel benzeno6ide como anel A.

Essa classificacéo foi escolhida para facilitar a analise estrutural destes compostos.

R O

Esquema 18. Estrutura da 1,4-naftoquinona substituida no anel A na posigéo 5.

As discussOes acerca das sinteses realizadas nesse trabalho serdo divididas em quatro
partes: (A) sintese das 1,4-naftoquinonas substituidas, (B) sintese dos alcinos a partir das 1,4-
naftoquinonas, (C) sintese das azidas e (D) sintese dos derivados 1,2,3-triazélicos através de
reacOes de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisadas por Cu(l). Sendo feitas as sinteses e as devidas
caracterizacdes dos compostos obtidos, estudos envolvendo modelagem molecular foram
realizados para analisar as interacdes entre estas moléculas e os alvos biol6gicos Mpro e PLpro
relacionados ao virus causador da COVID-19, SARS-CoV-2.

4.1 Sintese das naftoquinonas substituidas

Inicialmente, este trabalho consistiu na sintese de cinco naftoquinonas com substitui¢oes
no anel A. Para a sintese da 5-iodo-1,4-naftoquinona (40) (Esquema 19), foram necessarias trés
etapas: inicialmente, a reacdo de nitracdo da 1,4-naftoquinona, com nitrato de sddio e acido
sulfarico foi realizada através de uma reacdo de substituicdo eletrofilica aromaética (SeAr). O
subproduto desta reacdo com a substituicdo ocorrendo na posicéo 6 ndo foi isolado. Em seguida,
esse grupo nitro reagiu com cloreto de estanho e cloreto de ferro em meio acido, sendo entéo
reduzido a um grupo amino. Por Gltimo ocorreu a etapa de diazotagdo da amina realizada atraves
de nitrito de sédio em meio acido, seguida por uma reacdo de SEAr com iodeto de potassio com

liberacdo de gas nitrogénio.
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NO, O (o)
1) NaNO3; (31,1 equiv.)
H,SO
O Yo (0]
2 h, 0°- t.a.

o) 48% o

38 3

NH, O

SnCl,.2H,0 (5,3 equiv.), HCI,
FeCl;.6H,0 (6,4 equiv.) (aq) O‘
y
AcOH, t.a. - 60 °C
1h 0

39

100%

1) NaNO, (1,5 equiv.)/H,SO,
COy . ey
-

o 2) Kl (3,1 equiv.), H,0
40 30%

Esquema 19. Esquema da sintese da 5-iodo-1,4-naftoquinona (40).%°

Espectros de ressonancia magnética nuclear de *H (Figura 12) e **C (Figura 13) foram
obtidos para a naftoquinona substituida com iodo. Os hidrogénios C2-H e C3-H do anel B
correspondem aos dupletos em ¢ 7,02 ppm (J = 10,3 Hz) e 6 6,94 ppm (J = 10,3 Hz). Um pouco
mais desblindados se encontram os hidrogénios do anel A, o C6-H como dupleto em ¢ 8,36
ppm (J =7,8 Hz) e em 6 8,14 ppm (J = 7,8 Hz) esta 0 C8-H ppm também como um dupleto. O
C7-H por sua vez aparece como tripleto em ¢ 7,35 ppm (J = 7,8 Hz) devido sua vizinhanc¢a aos
dois outros hidrogénios C8-H e C6-H. Para o espectro de **C, cabe destacar o sinal do carbono
C9 (0 92,8 ppm), aquele ao qual o atomo de iodo esta ligado, e os sinais em ¢ 183,7 ppm e
183,3 ppm, que correspondem aos carbonos carboxilicos C1 e C4. Todos o0s outros sinais

correspondem aos demais carbonos aromaticos do anel A e B.

95. lvashkina, N.V.; Romanov, V.S.; Moroz, A.A.; M. S. Shvartsberg. 5-arylethynyl-1,4 naphthoquinones. Russ
Chem Bull., 1984, 33, 2345-2348.
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Figura 13. Espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) para 40.
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Para formac&o da juglona, a 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (42) foi sintetizada através de
uma reacgdo de oxidacao do dihidroxinaftaleno com anidrido acético e peréxido de hidrogénio

(Esquema 20).

Q o (8,5 equiv.)
OH 1) )LOJJ\ OH O

H,0, (22,5 mL)
() —wes = (] ]
2) pihidroxinaftaleno (41)

OH 60 °C, 18 h o
41 63% 42

Esquema 20. Esquema da sintese da juglona (42).

Em seu espectro de RMN de *H (Figura 14), sdo observadas algumas mudangas nos
acoplamentos dos hidrogénios aromaticos. Os hidrogénios C2-H e C3-H aparecem como um
simpleto em 6 6,97 ppm, enquanto o hidrogénio C7-H est& acoplado em um duplo-dupleto em
0 7,30 ppm (J = 7,7, 1,8 Hz), e os outros hidrogénios C6-H e C8-H estdo como um multipleto

(0 7,67-7,61 ppm). O hidrogénio da hidroxila se encontra em ¢ 11,91 ppm como era esperado.
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Figura 14. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) para 42.
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A juglona (42) foi utilizada para a sintese de derivados alquilados, aplicados neste
trabalho (Esquema 21). A 5-metdxi-1,4-naftoquinona (43) e a 5-benzildxi-1,4-naftoquinona
(44) foram sintetizadas a partir de um ataque nucleofilico oxigénio da juglona a um agente
alquilante. Para as duas reacdes ocorrem mecanismos distintos devido a estrutura do haleto de

alquila, isso pode ser observado nos Esquemas 22 e 23.

OH O H;C—1(20 equiv.) Yo o
O‘ Ag,0 (20 equiv.) - 0‘
CH;Cl, refluxo, 48 h
42 o 78% 43 g

Ag,0 (2,0 equiv.
() omzsmaen ™ L
DCM, 25°C, 24 h

42 o 52% 4 0

Esquema 21. Esquema da sintese de derivados da Juglona 43 e 44.

Para a formacdo do composto 43, através do iodeto de metila como agente alquilante,
inicialmente o Oxido de prata ira complexar com o haleto de alquila, o que tornara a
eletrofilicidade do carbono maior, onde entdo ocorrera o ataque do oxigénio da juglona a esse
carbono. Uma espécie intermediaria com o oxigénio positivo € formada. Nesta etapa, 0 anion
oxoargentato formado abstrai o hidrogénio, levando entdo ao produto alquilado final de

interesse. (Esquema 22)

H

OO e~ Q0 b
A "

o Agl+ AgO: o]
24 -

+
- o H;C
~o :m /AgOAg H3C\0$H 6/\ o o
+ AgOH + Agl
(o)
43

Esquema 22. Mecanismo de formacdo da 5-metoxi-1,4-naftoquinona (43).
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Para a sintese do composto 44, ocorre a formagédo do carbocétion do haleto de alquila,
apesar deste ser um carbono primario, dada a possibilidade de estabilizacdo por ressonancia
com o anel aromatico. Formado o carbocation, ocorre o ataque do oxigénio da hidroxila da
juglona, ainda protonado, formando a espécie intermediaria com o oxigénio positivo. O anion
oxoargentato ird fazer a desprotonacdo desta espécie levando ao produto final desejado.

(Esquema 23)

Formacio do carbocation

AgOAg

\?ﬁﬁr é&‘*@ ‘*% *’@ =

AgBr +AgO:

H\b':

.
/\ ‘
o ) j Z\ o
’ * Aga_: ’ AgOH : AgBr
o o)
(o)
24 44

Esquema 23. Mecanismo de formacéo da 5-benziloxi-1,4-naftoquinona (44).

Para sintese da antraquinona 46, quizarina (45) € reagida com boro hidreto de sddio em
metanol, onde ocorre a reducdo do material de partida, seguida de uma oxidacao por oxigénio

levando ao produto de interesse (Esquema 24).

O OH NagH, (6,0 equiv), 0
(L) — e ()
-
1,5h0°C
O OH 93% (o)
45 46

Esquema 24. Esquema da sintese da 1,4-antraquinona (46).
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4.2 Sintese das 1,4-naftoquinonas com alcinos

Para as reacOes de cicloadicdo catalisadas por Cu(l), cinco alcinos terminais foram
sintetizados partindo das 1,4-naftoquinonas substituidas no anel A. O produto da reacdo para
formacdo dos alcinos ocorre entre a 1,4-naftoquinona e a propagilamina, que contém um alcino
na sua esturutra. Um mecanismo® proposto para formacdo do alcino esta representado no
Esquema 25, e comeca através da adi¢cdo nucleofilica ao carbono adjascente a carbonila pelo
nitrogénio da amina. As 1,4-naftoquinonas sdo substituidas no anel A, e caso forem
assimétricas, esse ataque pode acontecer em duas posicdes, a posicdo 2 ou 3 conforme
denominadas no Esquema 18. Com o ataque da propagilamina, é formado o intermediéario (1),
seguido da formacdo da espécie neutra (I1) através de uma transferéncia de préton. A
propagilamina em excesso remove o hidrogénio acido como mostra a estrutura (111) sendo entdo
formado o intermediario (IV). Ocorre a geracdo de um dienol (V) via reacdo bésica e este €

oxidado levando ao alcino correspondente (V1).

o o

H Z
HZN/\\\ 2,0 equiv. N_Z
R = R
CH;CN, ta., 24 h
(o] o
1,4-naftoquinona
1,0 eq
(o] o H
1,4-naftoquinona q (f_gH\///
)= \--
substituidano & R @a + /N/\\\ ~——=R
anel A ( H o
o o
(1
HO. 1L
N
N
® u O(H-: N o
H
| (gHY = =
NF NFZ NF
OH OH OH
(V) (n (I
0 H,
HNE \\1L U
H H
OH H (o]
N, Z o] H\/// Alcino da 1,4-
R >R naftoquinona
substituida no anel A
OH o
(v) (\D)

Esquema 25. Esquema da reacdo de formacéo dos alcinos.

96. Camara, C. A,; Pinto, A. C.; Rosa, M. A.; Vargas, M. D. Secondary aminas and unexpected 1-
azaanthraquinones from 2-methoxy-lapachol. Tetrahedron, 2001, 57, 9569-9574.
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No Esquema 26 estdo demostrados quais sdo os alcinos obtidos através da sintese das
1,4-naftoquinonas substituidas no anel A reagindo com a propagilamina. Foram isolados apenas
um produto em todas as reac6es. O padrdo de substituicdo desses alcinos foi investigado através

de espectroscopia.

HoNTN I O
NH2 O 1) NaNO, (1.5 equiv.yH,80, | 220/\_\
oot U e ()
> _ CH:CN, t.a., 24 h
2) KI (3.1 equiv.),H,0 72% H/\\\
o 30% 1,0eq0 (0]
0
39 40 40a
YD (8.5 equiv)
. uiv
OH )L )l\ 9
° OHO H N/\ OH O
OO 1)H,0, (1000.0 equiv.)
40°C,4 h O‘ 2.0 equiv. O‘
OH 2 Dihidroxinaftaleno (23) CHSCN ta,24h N’\\\
a1 60°C, 18 h 1,0 eqO 35% o H
63% 42 42a
OH O . c—1(20 equiv) OMeO HzN/\\\ OMeQ H\///
0‘ Ag,0 (20 equiv) O‘ __20equiv. O‘
CH,ClI, refluxo, > CH3CN, ta., 24 h
o 48 h 1,0eq O 52% o
42 78% 43 43a
OH O ©\/Br (3.0equiv)  oBnho 0OBnO
O‘ Ag,0 (2.0 equiv.) 2.0 equw O‘
DCM, 25 °C, CH3CN t.a. 24 h
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42 52% 44a
O OH o}
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el tily g gttiNgeg
o CN, ta., 24 h
0°C,1,5h Hs H’\\\
O OH 93% 1,0 eq o 64% o
45 46a

Esquema 26. Esquema de sintese dos alcinos e 1,4-naftoquinonas substituidas.

Os espectros de todos os alcinos, sendo dois deles inéditos (40a e 46a) e trés deles ja

descritos na literatura (42a, 43a e 44a)®" foram elucidados. Devido a assimetria das 1,4-

97. Mezeiova, E.; Janockova. J.; Andrys, R.; Soukup, O.; Kobrlova, T.; Muckova, L.; Pejchal, J.; Simunkova, M.;
Handl, J.; Micankova, P.; Capek, J.; Rousar, T.; Hrabinova, M.; Nepovimova, E.; Marco-Contelles, J. L.; Valko,
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naftoquinonas substituidas (40, 42, 43, e 44), sabe-se que a formag&o do alcino pode ocorrer
nas posi¢cdes 2 ou 3 do anel. A confirmacdo da entrada deste grupo se deu por meio de 0s
espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de *H), Ressonancia magnética
nuclear de 13C (RMN de *C), Espectroscopia de correlagdo homonuclear (COSY), Correlagio
de Ligacdo Multipla Heteronuclear (HMBC) e Correlacdo quéntica simples heteronuclear
(HSQC) foram realizados, além de cristalografia de raios-X, como sera mostrado a seguir. Para
a numeracdo destas estruturas, os numeros atribuidos partirdo do carbono e hidrogénio
terminais pertencentes ao alcino.

Para o alcino com substituinte iodo na posicdo cinco (40a), no espectro de RMN de *H
(Figura 15) observa-se alguns picos que sdo caracteristicos deste composto: um simpleto em &
5,79 ppm é observado com integracdo para 1, referente ao hidrogénio C5-H do anel B. Outro
hidrogénio também é caracteristico destes compostos: o do proprio alcino C1-H, que se da na
regido de 6 3,27 ppm como um tripleto. Como estes espectros sdo feitos em dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO-ds), comumente a &gua do solvente deuterado aparece no espectro em regiao
muito proxima, logo a pré-saturacéo do hidrogénio proveniente da mesma causou também uma
diminuicdo na integracdo do pico. Com 6 em 4,05 ppm (J = 6,0, 2,3 Hz) se encontra 0s
hidrogénios metilénicos, que aparece como um duplo dupleto devido a vizinhanga com o grupo
amina. Este por sua vez, estd na faixa dos aromaticos como um tripleto com ¢ 7,97 ppm (J =
5,9 Hz), a confirmacdo desse sinal se de através do COSY. Na ampliacdo, é possivel ver os
sinais dos hidrogénios aromaticos do anel A, que de acordo com os acoplamentos é possivel
distingui-los: ¢ 8,31 ppm (J = 7,9, 1,1 Hz) corresponde ao C9-H e estd como um duplo dupleto
vizinho ao C10-H, em ¢ 7,47 ppm (J = 7,8 Hz), tripleto vizinho aos dois hidrogénios e por fim
0 C11-H em ¢ 8,05 ppm (J = 7,6, 1,1 Hz), que se apresenta também como um duplo dupleto.
Os sinais descritos acima com seus respectivos hidrogénios estdo destacados no espectro de
RMN de *H na Figura 15 seguidos dos espectros de COSY na Figura 16 e ampliacdo na Figura
17.

M.; Korabecny, J. 2-Propargylamino-naphthoquinone derivatives as multipotent agents for the treatment of
Alzheimer's disease. Eur J Med Chem. 2021, 211, 113112.
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Figura 15. Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.
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Figura 16. Espectro de COSY (400 MHz, DMSO-dg) para 40a.
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Figura 17. Ampliacdo do espectro de COSY (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.

Com o espectro de HSQC, pode-se determinar os carbonos hidrogenados, ja que com
ele é possivel observar as ligagdes C-H diretas, como observado na Figura 18, sendo eles os
carbonos C3, C5, C9, C10 e C11. O carbono pertencente ao alcino tem sua interagdo com o
hidrogénio ligado diretamente a ele suprimida devido a pré-saturacdo do espectro de
hidrogénio. Determinadas essas ligacdes, é possivel elucidar no espectro de *3C (Figura 19) os
carbonos do composto 40a. Por estudo prévio na literatura, sabe-se que as carbonilas
correspondentes as 1,4-naftoquinonas tem deslocamento quimico com 6 em 180,2 e 180,1 ppm.
Os demais carbonos serdo determinados através de uma analise detalhada do espectro de

HMBC e suas ampliacdes.
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Figura 18. Espectro de HSQC (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.
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A (Figura 20) traz o espectro de HMBC, que mostra intera¢des carbono-hidrogénio por
mais ligacOes. Para elucidar a entrada do alcino na naftoquinona, é necessaria uma analise das

ampliacOes destes espectros.

C10-H C>H
C3-H
A ClH
G A
c3 \
1
E— H .
. . :
c5 Co : F100
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o 1. i 20
C10 . ‘ ! 130
co . l 140
H r150
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! =190
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Figura 20. Espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.

Na primeira ampliacdo (Figura 21), é possivel observar as interacBes entre 0s
hidrogénios metilénicos C3-H e os carbonos dos alcinos, C1 e C2. Na (Figura 22), a ampliacao
do espectro de HMBC vai da regido onde se encontram os hidrogénios C5-H e C3-H. E possivel
observar a interacdo do hidrogénio metilico C3-H com um carbono com 6 148,9 ppm que
corresponde a um C4. Outra interacdo vista nessa ampliacdo é a interacdo do C5-H com o C
carbonilico, e a interacdo com o C7. Foi possivel entdo atribuir estes carbonos como mostrado

na figura.
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Figura 21. Ampliacdo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.
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Figura 22. Ampliacdo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.
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Na ampliagdo que mostra os hidrogénios arométicos (Figura 23), observa-se uma
interacdo entre 0 C10-H e o C8, carbono nao hidrogenado que contém o tomo de iodo. O
hidrogénio da amina estd em interacdo com os carbonos C5, C3, C2 e o carbono carbonilico
C13. O hidrogénio C11-H tem sua interacdo mostrada com seu carbono vizinho, C12,0 C9 e
também o carbono carbonilico C13. e também com um carbono carbonilico e o C9, de mais
longa distancia. Com estas interagdes observadas foi possivel atribuir os demais carbonos. A
interacdo observada na ampliacdo do espectro de HMBC da Figura 25 nos mostra as interagdoes
entre o hidrogénio C5-H e as carbonilas C13 e C6, com 3Jcn e *Jcw, respectivamente. A Figura
24 mostra através de setas coloridas de acordo com o hidrogénio correspondente quais

interacdes foram observadas na ampliacdo do espectro de HMBC na regido dos hidrogénios

aromaticos.
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Figura 23. Ampliacéo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-dg) para 40a.

Figura 24. Interagdes observadas pela ampliagéo do espectro de HMQC para o alcino 40a.
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Figura 25. Ampliacdo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.

Uma ampliacdo que elucida o padrdo de substituicio desse composto é dada a seguir. E
possivel observar que o hidrogénio da amina (N-H) e o hidrogénio C11-H interagem com a
mesma carbonila do anel di-carbonilico (Figura 26). Para o alcino 42a, a mesma interagdo é
observada, como visto na (Figura 27). Para os alcinos 43a e 44a, observa-se pela ampliacédo da
mesma regido do espectro de HMQC (Figura 28 e 29), que a interacdo que ocorre entre amina

e hidrogénio aromatico sdo entre carbonilas distintas, 0 que mostra a substitui¢cdo na posi¢éo 2.
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Figura 26. Ampliacdo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 40a.
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Figura 27. Ampliacdo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-dg) para 42a.
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Figura 28. Ampliacdo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 43a.
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Figura 29. Ampliacéo do espectro de HMQC (400 MHz, DMSO-dg) para 44a.
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Alguns pontos podem ser discutidos a respeito desta regiosseletividade. Os substituintes
hidroxila e iodo, quando ocorre a entrada do alcino na posicéo 2, estabilizam a carga negativa
que sera formada na carbonila vizinha, via ressonancia no caso da hidroxila e por inducéo no
caso do iodo, devido sua alta polarizabilidade. Ja os grupos alcoxi ndo estabilizam essa carga
formada, o que geraria certa repulséo eletronica, sendo assim, esse grupo direciona a entrada

do alcino para a posicéo trés (Esquema 27).

OH (o OH 0@
2 .o
O iy ——=C o
3 3N/\\
o o Hy, X
OR O (0]

AN

Y\ N
CLd my—

3

o\

Esquema 27. Esquema que mostra a entrada do alcino nas posicdes 2 ou 3.

Foi possivel a obtengdo dos cristais dos alcinos, através de difusdo de vapor de éter de
petréleo em solucdo do composto em acetronitrila. Estes cristais tiveram qualidade adequada
para os estudos de cristalografia de raios-X que confirmaram as estruturas propostas pelos
estudos de ressonancia magnética nuclear. As Figuras 30-32 apresentam o diagrama Ortep-3

para 0s compostos 42a, 43a e 44a.
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Figura 31. Projecdo ORTEP-3 do composto 43a.
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Figura 32. Projecdo ORTEP-3 do composto 44a.

A antraquinona 46 devido a sua simetria, ndo tem distingdo de entrada da propagilamina
na formacao do produto 46a. No espectro de RMN de *H (Figura 33) ¢ possivel observar sinais
caracteristicos ja observados nos alcinos para 0 composto 46a: o hidrogénio correspondente ao
C1-H em 3,26 ppm (que aqui também o sinal suprimido devido a pre-saturacdo do espectro
devido a agua residual presente no DMSO-ds). O hidrogénio metilénico correspondente C3-H
como um dupleto-dupleto em ¢ 4,04 ppm (J = 6,1, 2,2 Hz) e o simpleto caracteristico C5-H

com ¢ 5,70 ppm.
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Figura 33. Espectro RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) para 46a.

Na Figura 34 € possivel observar o espectro de COSY para o composto 46a, onde a
interacdo entre o hidrogénio metilénico C3-H e o hidrogénio da amina é destacada. Na
ampliacdo do espectro de COSY (Figura 35), é possivel observar as interacdes entre 0s
hidrogénios aromaticos. Os hidrogénios C8-H e C15-H aparecem como um simpleto em ¢ 8,62
e 8,50 ppm. O hidrogénio da amina também aparece nessa regido com ¢ 7,88 (J = 5,6 Hz) como
um tripleto. Os demais hidrogénios do terceiro anel estdo mais desblindados, sendo os C10-H
e C13-H com ¢ 8,21 (J = 13,9, 7,7 Hz) aparecendo como um duplo dupleto com integracéo para
dois, e um multipleto (C11-H e C12-H entre ¢ 7,78 a 7,66 ppm). Foi possivel entdo atribuir

estes sinais nos espectros.
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Figura 34. Espectro COSY (400 MHz, DMSO-ds) para 46a.
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Figura 35. Ampliacdo do espectro COSY (400 MHz, DMSO-ds) para 46a.

No espectro de HSQC do composto 46a é possivel observar, inicialmente, as ligacGes

entre os hidrogénios C3-H e C5-H e seus respectivos carbonos C3 e C5 (Figura 36). A
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ampliacdo da regido dos hidrogénios aromaticos deste espectro mostra que ndo € possivel
distinguir os carbonos aromaticos devido a suas proximidades de deslocamento quimico (Figura
37). No espectro de RMN de *3C (Figura 38), os carbonos possiveis de serem distinguidos foram

atribuidos.
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Figura 36. Espectro HSQC (400 MHz, DMSO-dg) para 46a.
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Figura 37. Ampliacéo do espectro HMBC (400 MHz, DMSO-ds) para 46a.
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Figura 38. Espectro RMN de **C (400 MHz, DMSO-dg) para 46a.
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O espectro de HMQC do composto 46a estd na Figura 39. Através das suas ampliagoes,
é possivel fazer a determinacdo de alguns carbonos. Na Figura 40, o carbono dos alcinos C1 e
C2 assim como o carbono ligado diretamente a amina é determinado devido sua interagdo com
os hidrogénios metilénicos C3-H. Pela segunda ampliacdo (Figura 41), na regido das duas
carbonilas, pode-se distinguir os hidrogénios que interagem com elas, C5-H e C8-H,
interagindo com a carbonila C6 e C15-H e o hidrogénio da amina interagindo com a carbonila
C17. Na Figura 42, é possivel determinar os carbonos adjacentes as carbonilas C7 e C16 pela
sua interacdo com sinais simpletos referentes aos hidrogénios do segundo anel. Demais
correlagfes entre os hidrogénios aromaticos e carbonos aromaticos ndo foram possiveis de
serem feitas devido a proximidade dos deslocamentos quimicos dos carbonos desta faixa, o que

também é possivel de ser observado na Figura 42.
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Figura 39. Espectro HMQC (400 MHz, DMSO-ds) para 46a.
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Figura 40. Ampliacéo do espectro HMQC (400 MHz, DMSO-dg) para 46a.

C5-H

r178

ri79

180

ri81

182

r183

184

H H o H 185
T
94 92 90 88 86 84 82 80 78 7.6 74 7.2 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50

Figura 41. Ampliagdo do espectro HMQC (400 MHz, DMSO-dg) para 46a.
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Figura 42. Ampliacéo do espectro HMQC (400 MHz, DMSO-dg) para 46a.

4.3 Sintese das azidas

As azidas, ja sintetizadas anteriormente por nosso grupo,>®:"t ao reagir com o alcino,
geram através das reacdes de cicloadi¢do catalisadas por cobre formando os anéis triazolicos
que sao alvos de estudo deste trabalho.

Foram sintetizadas e devidamente caracterizadas, duas azidas derivadas de quinonas,
exemplificadas nas reagdes abaixo. Para formacdo do composto 33, a partir do nor-lapachol
(31), um importante derivado do lapachol (7) sintetizado a partir de uma oxidagdo de Hooker.”
A sintese do composto 32 foi preparada através da ciclizacdo do mesmo com bromo e
cloroférmio. Seguido por uma reagdo de substituicdo nucleofilica com azida de sodio em
diclorometano, a azida 33 foi obtida.?® Uma proposta mecanistica para esta reacdo esta
exemplificada no Esquema 28.

96. da Silva E. N. Jr.; Menna-Barreto, R. F.; Pinto, M. C.; Silva, R. S.; Teixeira, D. V.; de Souza, M. C.; Simone,
C. A,; 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, 8, 1774-1780.
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(A) Reacgao de formacio de 32

OH
OU p

Esquema 28. Esquema para a sintese da azida 33.

A segunda azida 36 foi sintetizada a partir da 2-hidroxi-3-alil-1,4-naftoquinona (34, C-
alil lausona) com iodo metélico dissolvido em uma mistura de diclorometano e piridina. A
formacédo de 35 se da através de uma adicéo nucleofilica do iodo a ligacdo dupla alilica de 34
seguida de uma ciclizagdo, gerando um anel furano.®® Em seguida, uma reacio de substituico
com azida de s6dio em dimetilsulfoxido ocorre, levando a formagdo da azido-naftoquinona
36.1%° Uma proposta mecanistica para sintese de 36 esta representada no Esquema 29.

99. Pinto, A. V; Silva, R. S. F.; Simone, C. A,; Castro, S. L.; Smalta, V. R.; Santos, G. L.; Costa, E.; Trindade, U.
L. T.; Teixeira, D. V.; Pinto, Maria do Carmo, F. R. Synthesis of naphthofuranquinones with activity against
Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem., 2006, 41, 526-530.

100. Da Cruz, G. H. E.; Silvers, A. M.; Jardim, G. A. M.; Resende, M. J.; Cavalcanti, C. B.; Bomfim, S. |;
Pessoa, C.; Simone, A. C.; Botteselle, V. C.; Braga, L. A.; Nair, K. D.; Namboothiri, N. N. I.; Boothman,
A. D.; Da Silva Janior, N. E. Synthesis and antitumor activity of seleniumcontaining quinone-based
triazoles possessing two redox centres, and their mechanistic insights. Eur. J. Med. Chem., 2016, 122, 1-
16.
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Sintese da azida 36 a partir de 34
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Esquema 29. Proposta mecanistica para a sintese da azida 36.

Um fato importante pode ser destacado a partir da analise dos espectros das
azidas obtidas na regido do infravermelho, onde pode-se observar uma banda caracteristica em

~2100 cm™ como pode ser observado na Figura 43.
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Figura 43. Espectro na regido do infravermelho das azidas 33 e 36.
4.4 Sintese dos triazois
A sintese final deste trabalho traz as reacGes que envolvem a denominada CuAAC.

Desenvolvidas por Sharpless’® em 2002, a reacdo entre um alcino terminal e uma azida traz a

formagdo de um ndcleo 1,2,3-triazolico, mais especificamente com o isémero 1,4-
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dissubstituido. Para estas sinteses, foi utilizado como sistema catalitico o sulfato de cobre(ll)
penta hidratado e ascorbato de sédio.

O mecanismo das cicloadicdes vem sido estudado a anos por diversos grupos de
pesquisa. O primeiro foi proposto por Sharpless e colaboradores, exemplificado no Esquema
30.77
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Esquema 30. Ciclo catalitico para as reacGes de ciclo adicao catalisadas por Cobre(l).

Neste mecanismo proposto, o catalisador de cobre se coordena com o alcino terminal
formando um acetileto de cobre (1). A azida entdo se coordena ao cobre, seguido da formagéo
de um metalociclo de seis membros. Ocorre entdo uma inser¢do migratéria e a formagao de um
intermediario de cinco membros, e ao final do ciclo, ocorre a eliminacdo redutiva formando

entdo o anel 1,2,3-triaz6lico.
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Posteriores mecanismos foram propostos, em 2013,'% onde os autores discutem sobre a
participagdo de duas espécies de cobre no ciclo catalitico. No Esquema 31 esté representado o
mecanismo proposto, iniciado pela formagdo de uma ligacdo = entre o alcino e o cobre(l),
seguindo-se pela formacgéo de uma segunda ligacéo entre o alcino e outra espécie de cobre, este
complexo formado segue com a coordenacédo da azida, onde o carbono do o do alcino ataca o
nitrogénio terminal da azida que sofrerd um acoplamento oxidativo formando o triazolideo de

cobre. Com uma eliminacao redutiva o produto triazol € formado.
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Esquema 31. Ciclo catalitico para as reacdes de ciclo adicdo catalisadas por cobre(l).

Em 2015, foi proposto um ciclo mecanistico que é o aceito nos dias atuais, que une 0s
dois ciclos propostos anteriormente, com uma etapa lenta onde o acetileto de cobre é formado,
e a etapa rapida ocorre formando a espécie do alcino coordenado a duas espécies de cobre
(Esquema 32).102

101. Worrel, B. T.; Malik, J. A.; Fokin, V. V. Direct evidence of a dinuclear copper intermediate in Cu(l)-catalyzed
azide-alkyne cycloadditions. Science, 2013, 340, 457-460.

102. Jin, L.; Tolentino, D. R.; Melaimi, M.; Bertrand, G. Isolation of bis(copper) key intermediates in Cucatalyzed
azide-alkyne “click reaction”. Sci. Adv., 2015, 1, 1-5.
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Esquema 32. Ciclo catalitico atual para as reacdes de ciclo adi¢do catalisadas por Cobre(l).

Partindo dessa quimica, foram desenvolvidos dez novos derivados a partir das azidas 33

e 36, com bons rendimentos, onde os produtos obtidos, através da reacdo CuUAAC, une duas

porcdes de quinonas através do anel triazolico (Esquema 33).
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Esquema 33. Esquema da sintese dos novos derivados.

Foram sintetizados dez novos compostos (47a-e e 48a-e), dos quais foram realizadas as
caracterizagdes, como serdo mostradas a seguir. Além disso, testes bioldgicos foram realizados
para estes mesmos compostos e calculos de modelagem molecular para estudar a interagcdo
destas moléculas nos sistemas biolégicos que envolvem o virus SARS-CoV-2, da COVID-19,
foram realizados.

Na Figura 44, esta representado o espectro de RMN de H do composto 47a, composto

da primeira familia de anéis triazdlicos sintetizados a partir da azida 33. E possivel observar
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alguns sinais caracteristicos dessa molécula. O primeiro sd8o o0s dois hidrogénios
diastereotdpicos com 6 0,99 e ¢ 1,67 ppm, com 3 hidrogénios cada, ambos como um simpleto,
estes correspondem aos C16-H e C17-H. O outro hidrogénio metilénico por sua vez, vizinho de
uma amina, C11-H aparece como um dupleto e tem deslocamento ¢ 4,47 ppm (J = 6,0 Hz). Em
0 5,69 ppm (d, J = 6,1 Hz), encontra-se o hidrogénio vizinho ao anel triazolico, C14-H,
enquanto o simpleto com ¢ em 6,03 ppm est& o hidrogénio da 1,4-naftoquinona, C7-H. Outro
hidrogénio que é possivel ser elucidado é o C13-H que aparece como um simpleto,
caracteristico do anel triazolico, na regido dos hidrogénios aromaticos. Nesta mesma regido os
demais hidrogénios estdo acoplados como multipletos, contabilizando sete hidrogénios (C1-H,
C2-H, C3-H, C20-H, C21-H, C22-H, C23-H) e o hidrogénio da amina que correspondem a
faixa de & 8,04-7,71 ppm. Na sequéncia, o espectro de 3C do composto esta representado na
Figura 45. Os carbonos metilicos da faixa de ¢ 21,0-38,1 ppm correspondem aos carbonos C16,
C17, C11, C14 e carbono C15 esta localizado com deslocamento de ¢ 66,5 ppm. Na faixa de o
181,6-170,3 ppm estdo os 4 carbonos carbonilicos C5, C8, C25 e C26. Todo o restante dos

carbonos se encontra na faixa dos anéis aromaticos.
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Figura 44. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg) para 47a.
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Figura 45. Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) para 47a.

Nas Figuras 46 e 47 estdo os espectros de RMN de 'H e *3C do composto 48a da segunda
familia de triazdis que parte da azida 36 com substituinte iodo no anel A da 1,4-naftoquinona.
No espectro de RMN de *H, é possivel observar alguns sinais caracteristicos dessa molécula.
Na regido dos hidrogénios alquilicos, em ¢ 2,81 (dd, J = 15,4, 6,5 Hz) e ¢ 3,15 (dd, J = 15,3,
10,2 Hz) ppm estdo os hidrogénios metilénicos C16-H. Em ¢ 4,48 ppm (dd, J = 13,1, 6,1 Hz)
estdo os hidrogénios C11-H e o C14-H tem 6 em 4,77 (dd, J = 14,8, 7,3 Hz) € 4,86 (d, J = 14,7
Hz). Como um multipleto em ¢ 5,53-5,54 ppm estd o C15-H e o sinal do C7-H como um
simpleto se encontra em ¢ 5,69 ppm. O restante dos hidrogénios encontra-se na faixa dos anéis
aromaticos, porém, a complexidade dos multipletos observados nesta regido torna inviavel a
atribuicdo inequivoca de cada um destes sinais aos seus respectivos hidrogénios. No espectro
de 3C (Figura 46), na faixa de ¢ 180,6-181,9 ppm est&o os 4 carbonos arométicos C5, C8, C18
e C19. Com deslocamento na faixa de ¢ 29,3-79,7 ppm estao os carbonos metilénicos C11, C14

e C16 e o carbono C15. Todos os demais carbonos encontram-se na faixa dos anéis aromaticos.



Dissertacdo de Mestrado — Joyce C. de Oliveira
Resultados e Discusséo

TOONVONDPXUINIMAMTOOLINTM NONOAOODAONGINONONOMNONOD D
R R B s A N I AT U - L R R TN R A A o By B Be L B DB
WBWHBWHBONNNNNNNNNNNNNALLIL FFEFFFFFrFmmommmandaan
e\ e\ RIS R AN

TOTOO H T WONM VOoOmMmMN gO I

NBOB 0N M SN N H T 08 Im @ M " o N ) =)
4400930 BV M A O T s =B - N a R N
00 00 0O 0WMNMNW T < < < MMM AN NN oo un (=] o ~ (=]
Rl B B B B B ] — o o R B B N B | R e le)) @ ™~ wn ™M o
N f—— ~ 7/~ =1 \er I I I I

C11,C14| e C16

T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 47. Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) para (48a).
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4.5 Modelagem molecular de novos compostos as enzimas Mpro e PLpro

O conhecimento completo da estrutura molecular € essencial na quimica medicinal.>®
Complexos formados entre os ligantes que sdo bioativos e seus receptores, normalmente
enzimas ou receptores de membrana, levam a respostas bioldgicas com mecanismos altamente
seletivos.’® O conhecimento destes mecanismos traz luz ndo s6 aos tipos de interagBes
ocorridas naquele sistema, mas elucida aspectos bioldgicos importantes que acontecem a nivel
molecular em todos os seres vivos.

A modelagem molecular, através de meios computacionais, surge como alternativa para
analisar modos de ligacdo proteina-ligante, gracas a programas capazes de predizer tais
interagBes com velocidade, precisdo e baixo custo.'® Ela fornece ferramentas para construir,
visualizar, analisar e armazenar modelos de sistemas moleculares complexos que podem ajudar
a interpretar as relagbes estrutura-atividade.'%

Existem diversas opc¢des quanto a metodologia aplicada nestes célculos de modelagem
molecular.’! Eles diferenciam entre si quanto a natureza do campo de forca, que sdo um
conjunto de fungdes de energia e podem ser empiricos, como 0s da mecanica molecular, ou
puramente tedricos como 0s métodos ab initio, e dentre os dois tem-se 0s métodos semi-
empiricos.®! A escolha de qual metodologia utilizar vai depender do objetivo dos calculos, da
capacidade computacional e dos conhecimentos acerca do sistema a qual se esta estudando.®?

Dado o impacto causado pela pandemia da COVID-19 em todo mundo, com novas
ondas de infeccdo constantemente acontecendo, o desenvolvimento de terapias para o combate
a doenca, tais como o desenvolvimento de inibidores especificos do virus, segue sendo de
grande importancia.*®>? As enzimas Mpro e PLpro escolhidas para os calculos de modelagem
deste estudo so alvos criticos do SARS-CoV-2, virus causador da COVID-19.%3%%2 Farmacos
direcionados a estes dois alvos que sdo altamente conservados dentre as variantes do virus,
podem impedir a replicagéo e proliferagdo do virus.%®

Baseado nestes argumentos, foram realizados estudos de ancoragem molecular dos

novos compostos derivados de 28 com as duas enzimas Mpro e PLpro. A escolha dos alvos

103. Barreiro, E. J.; Rodrigues, C. R.; Albuquerque, M. G.; Sant’Anna, C. M. R.; Alencastro, R. B. Uma
Ferramenta para o planejamento racional de fArmacos em quimica medicinal. Quim Nova [online], 1997, 20, 3.
104. Lipkowitz, K. B. & Boyd, D. B. Reviews in computational chemistry. VCH Pub., 1990.

105. Cohen, N. C., Blaney, J. M., Humblet, C., Gund, P.; Barry, D. C. Molecular modeling software and methods
for medicinal chemistry. J. Med. Chem., 1990, 33, 883.

106. Zhang, L. C.; Zhao, H. L.; Liu, J.; He, L.; Yu, R. L.; Kang, C. M. Design of SARS-CoV-2 Mpro, PLpro dual-
target inhibitors based on deep reinforcement learning and virtual screening. Future Med Chem., 2022, 14, 393-
405.
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moleculares utilizados para os calculos foi baseada em estudos computacionais e experimentais
anteriormente realizados para outras quinonas com estas proteases.>* Os estudos de ancoragem
molecular foram realizados utilizando-se o programa Dock6,*%” com o uso de programas
auxiliares presentes no Chimera'® e a interface grafica utilizada para analise dos resultados foi

do programa Pymol.1%°

4.5.1 Calculos de docking realizados para a Mpro

A estrutura cristalogréafica utilizada nos célculos esta depositada no RCSB Protein Data
Bank (PDB) e recebe codigo 5R82,110 esta esturutra foi escolhida devido a sua alta resolucéo
(1,31 A) e baseado em estudos anteriormente realizados com quinonas e a Mpro.>* O alvo
molecular foi preparado pela remoc¢do das moléculas de agua e ligantes, foram adicionados
hidrogénios a toda a macromolécula, e cargas atdmicas utilizando o método Gasteiger através
do programa Chimeral® e um cubo foi utilizado para construcdo da caixa de ancoragem
molecular através do método de esferas (Dock6)'%. Em todos os célculos realizados, a proteina
foi considerada rigida.

A enzima Mpro ativa forma um homodimero composto por dois protdmeros e seu
mondmero é inativo. O sitio de ligacdo do substrato é localizado numa fenda entre dominios,
composta por quatro subsitios S1°, S1, S2 e S4, onde esta localizada a diade catalitica Cis-His.
Em estudos anteriores com 72 estruturas de Mpro de alta resolucio ligadas a inibidores,** foi
observada alta similaridade entre as estruturas analisadas, indicando que ha grande conservacgéo
da estrutura quartenaria desta enzima. Alguns residuos do sitio ativo tendem a ter alta

flexibilidade induzida pela ligacéo ao ligante.

107. (1) Moustakas, D. T.; Lang, P. T.; Pegg, S.; Pettersen, E.; Kuntz, I. D.; Brooijmans, N.; Rizzo, R. C.
Development and validation of a modular, extensible docking program: DOCK 5. J. Comput. Aided Mol Des.,
2006, 601-619. (2) Lang, P. T.; Brozell, S. R.; Mukherjee, S.; Pettersen, E. F.; Meng, E. C.; Thomas, V.; Rizzo,
R. C.; Case, D. A.; James, T. L.; Kuntz, I. D. DOCK 6: combining techniques to model RNA-small molecule
complexes. RNA., 2009, 1219-1230. (3) Allen, W. J.; Balius, T. E.; Mukherjee, S.; Brozell, S. R.; Moustakas, D.
T.; Lang, P. T.; Case, D. A.; Kuntz, I. D.; Rizzo, R. C. DOCK 6: Impact of new features and current docking
performance. J Comput Chem., 2015, 36, 1132-1156.

108. Pettersen, E. F.; Goddard, T. D.; Huang, C. C.; Couch, G. S.; Greenblatt, D. M.; Meng, E. C.; Ferrin, T. E.
UCSF Chimera--a visualization system for exploratory research and analysis. J Comput Chem., 2004, 25, 1605-
1612.

109. The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.

110. Douangamath, A.; Fearon, D.; Gehrtz, P.; Krojer, T.; Lukacik, P.; Owen; C. D.; Resnick, E.; Strain-Damerell
C.; Aimon, A.; Abranyi-Balogh, P.; Brand&o-Neto, J.; Carbery, A.; Davison, G.; Dias, A.; Downes, T. D.; Dunnett,
L.; Fairhead, M.; Firth, J. D.; Jones, S. P.; Keeley, A.; Keserl, G. M.; Klein, H. F.; Martin, M. P.; Noble, M. E.
M.; O’Brien, P.; Powell, A.; Reddi, R. N.; Skyner, R.; Snee, M.; Waring, M. J.; Wild, C.; London, N.; von Delft,
F.; Walsh, M. A. Crystallographic and electrophilic fragment screening of the SARS-CoV-2 main protease. Nat.
Commun., 2020, 5047, 1-11.
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As interagBes entre ligante-enzima também foram avaliadas em estruturas da Mpro
ligadas a inibidores.> Foram observadas interacOes frequentes dos ligantes com a diade
catalitica C145 e H41 por empilhamento aromatico, interaces hidrofobicas, cation-pi e
algumas interacdes de hidrogénio. Interacdes entre os residuos dos sitios S1 e S2 também foram
observadas com mais frequéncia, como liga¢Ges de hidrogénio e interagdes hidrofébicas com
G143, ligagdes de hidrogénio mais fracas com N142, e interagdes cation-pi e de hidrogénio
com H163. No subsitio S2, interacbes hidrofébicas com M49, H164, M165 e Q189 foram
encontradas, além de algumas interacbes de hidrogénio mais fracas. Esta frequéncia de
interacdo nestes subsitios mostrou que os ligantes tendem a ocupa-los.

Os célculos de ancoragem molecular foram realizados no sitio ativo da enzima e 0s
resultados foram inspecionados visualmente de acordo com o posicionamento e conformacao
do ligante e as interacdes frequentemente observadas em complexos cristalograficos. A Figura
48 mostra a estrutura quaternaria da enzima Mpro, com seu sitio ativo em destaque.

Os compostos utilizados para os calculos foram os novos triazois derivados de quinonas
sintetizados (47a-e e 48a-e) a partir da reacdo CuUAAC. As andlises das interacfes foram

divididas entre as duas familias de triazois sintetizados, a partir da azida 33 ou da azida 36.
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YR H164

49 : A
% AM16S.

F | E166
' S4

Q192

Figura 48: Estrutura da Mpro (PDB ID 7ALI) com seu sitio catalitico em destaque.*®

A sintese dos alcinos mostrou dois padrdes de substituicdo para aqueles que seriam
assimétricos. Em dois deles, com substitui¢cdes de iodo e hidroxila (40a e 42a), a entrada da
propagilamina se deu na posi¢do 3, enquanto aqueles com substituintes alcoxi tiveram a
substituicdo na posicdo 2 (43a e 44a). Para os resultados de ancoragem molecular, pode-se
observar em alguns casos que estes ligantes com padrdo de substituicdo semelhantes

encontraram modos de ligagcdes proximos. Nos esquemas a seguir observa-se o resultado de
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ancoragem molecular para os ligantes da primeira familia de derivados (47a-e) sintetizados a
partir do composto 33.

O resultado de ancoragem molecular do ligante 47a tem seu modo de ligagdo melhor
pontuado exemplificado na Esquema 34(a). Foi observada uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo N142, interagbes de van der Waals com os residuos E166 e T25, e interacdes
hidrofébicas com os residuos M49 e o residuo da diade catalitica C145. O ligante 47b
apresentou interacdes semelhantes e no Esquema 34(b), onde observa-se a sobreposicédo entre

os ligantes 47a e 47b.

Esquema 34. Modos de ligacdo observados para os ligantes 47a e 47b no sitio ativo da

enzima Mpro (PDB ID 5R82). No quadro (a), a pose melhor pontuada do ligante 47a, no

quadro (b) a sobreposicdo dos ligantes 47a e 47b e no quadro (c) as estruturas dos ligantes.

As interacOes para o ligante 47c estdo mostradas no Esquema 35(a). Este modo de
ligacdo melhor pontuado para o ligante apresenta interacao do tipo ligacdo de hidrogénio com
o residuo da diade catalitica H41, interagdes do tipo = com os residuos Q189 e M165. Este
mesmo modo de ligacdo foi observado para o ligante 47d como observado no Esquema 35(b).
Para ambos 0s modos de ligacdo pode-se dizer que os ligantes ocupam os subsitios S2 e S1°

principalmente.
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P168

Esquema 35. Modos de ligacéo observados para os ligantes 47¢ e 47d no sitio ativo da
enzima Mpro (PDB ID 5R82). No quadro (a), a pose melhor pontuada do ligante 47c, no

quadro (b) a sobreposicao dos ligantes 47c e 47d e no quadro (c) as estruturas dos ligantes.

O ligante 47e (Esquema 36) apresentou modo de ligacdo diferente dos demais, onde o
anel benzénico com substituinte esta em parte no S1 e mais exposto ao solvente, e o outro anel
esta no S1°. Uma interacdo de hidrogénio foi observada com o residuo G143, interacbes
hidrofébicas com o sitio S1 além de interacGes de empilhamento aromatico com residuos do

sitio S1°.
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Esquema 36. Modo de ligacdo observado para o ligante 47e para a enzima Mpro (PDB 1D

5R82) e sua estrutura.

Nos estudos de ancoragem molecular da segunda familia de compostos 48a-e com a
Mpro foi observada, assim como para a primeira familia, uma sobreposicdo nos modos de
ligacdo para aqueles ligantes que tiveram a substituicdo dos alcinos na mesma posicdo. No
Esquema 37(a) esta encaixe do ligante 48a na enzima. Foram observadas interacdes de
hidrogénio do anel triaz6lico com o residuo de aminoécido da diade catalitica H41, uma
interacdo hidrofobica com o residuo P168, e interagdo = com o outro residuo da diade C145.
No Esquema 37(b), estd representada a sobreposicdo dos ligantes 48a e 48b. Estes ligantes

ocupam principalmente o substitio S1°.
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Esquema 37. Modos de ligacao observados para os ligantes 48a e 48b no sitio ativo da

enzima Mpro (PDB ID 5R82). No quadro (a), a pose melhor pontuada do ligante 48a, no
quadro (b) a sobreposicéao dos ligantes 48a e 48b e no quadro (c) as estruturas dos ligantes.

Para o ligante 48c foram observadas intera¢fes de hidrogénio com os residuos H41 e
G143, como mostrados no Esquema 38(a), e interagdes de van der Waals com os residuos T25
e T26. Para o ligante 48d interacdes semelhantes foram observadas. Este modo de ligagédo

mostra os ligantes ocupando os subsitios S1” e S4, além da cavidade entre eles.
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Esquema 38. Modos de ligacdo observados para os ligantes 48c e 48d no sitio ativo da

enzima Mpro (PDB ID 5R82). No quadro (a), a pose melhor pontuada do ligante 48c, no

quadro (b) a sobreposicao dos ligantes 48c e 48d e no quadro (c) as estruturas dos ligantes.

Assim como para a primeira familia de compostos, o ligante com anel aroméatico como
substituinte 48e apresentou modos de ligacéo distintos dos demais. Interacdes de hidrogénio
com os residuos Q189 e G143 foram observadas além de interagdes de empilhamento aromatico
com o residuo H41. Interacbes de van der Waals foram observadas com os residuos E166 e
T25/26 (Esquema 39).
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Esquema 39. Modos de ligacdo observados para o ligante 48e no sitio ativo da enzima Mpro
(PDB ID 5R82) e sua estrutura.

4.5.2 Célculos de docking realizados para a PLpro

A estrutura cristalografica utilizada para estes calculos foi a de codigo 7LBR,* retirada
do RSCB Protein Data Bank, de resolugdo 2,20 A, escolhida para este estudo, devido aos
calculos de ancoragem molecular e simulagdes de dindmica molecular anteriormente realizados
desta proteina com compostos quinoidais, nos gquais foi encontrado um modo de ligacdo estavel
para o ligante 28. O alvo molecular foi preparado de modo semelhante a Mpro, utilizando os
mesmos programas.

A cisteina protease PLpro contém uma triade catalitica Cisteina-Histidina-Aspartato
(C11-H272-D286) localizada numa fenda exposta ao solvente.!'! Estudos realizados das
interacdes proteina-ligante das estruturas cristalograficas mostraram que existe pouca interacdo
de inibidores com o a triade catalitica.>* Ligantes ndo covalentes se ligam mais aos subsitios S3
e S4, que contém os residuos de Prolina 247 e 248, Treonina 301, as Tirosinas 264, 268 e 273
e 0 Aspartato 164. Além disso, em simulacGes de dindmica molecular, foi observada uma
interacdo com o residuo Glutamina 269 do tipo ligacdo de hidrogénio, que estabiliza o ligante
28 nesse sitio. Na Figura 49, a estrutura da PLpro esta demonstrada com destaque para seu sitio
ativo.

Os calculos de ancoragem para esta proteina foram realizados no sitio ativo da enzima.

Os resultados foram analisados de acordo com modo de ligagdo dos ligantes e suas interacdes

111. Béaez-Santos, Y. M.; St. John, S. E.; Mesecar, A. D. The SARS-coronavirus papain-like protease: structure,
function and inhibition by designed antiviral compounds. Antiviral Res., 2015, 115, 21-38.
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para com o sitio, buscando encaixes que apresentassem semelhanga com aqueles encontrados
na literatura. Assim como para a Mpro, os calculos foram realizados com 0s novos compostos

sintetizados (47a-e e 48a-e).

Figura 49: Estrutura da PLpro (PDB ID 7LBR) com seu sitio catalitico.*®

As analises dos resultados destes ligantes para PLpro estdo descritas a seguir. No
Esquema 40 estdo os resultados das interacGes para os ligantes 47a e 47b, onde ambos
apresentaram uma interacdo de hidrogénio através do anel triaz6lico com o residuo Q269, o que
estabiliza 0 modo de ligagdo destes ligantes no subsitio S3. Apesar de ser observada boa
sobreposicdo na porgdo dos ligantes que interage o sitio S3, houve diferenca na orientacdo do
anel com substituinte, que se encontra exposto ao solvente em ambos casos, porém em

diferentes orientacdes.
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Esquema 40. Modos de ligacdo observados para os ligantes 47a e 47b no sitio ativo da

enzima PLpro (PDB ID 7LBR). No quadro (a), a pose melhor pontuada do ligante 47a, no

quadro (b) a sobreposicédo dos ligantes 47a e 47b e no quadro (c) as estruturas dos ligantes.

Para os ligantes 47c e 47d, ndo foi observada sobreposicao entre os modos de ligacéo
preditos, no entanto ambos também apresentaram interacdo de hidrogénio com o residuo Q269
(Esquema 41). O composto 47e também para a PLpro ndo apresentou modo de ligagédo
semelhante aos demais, ficando mais exposto ao solvente em seu modo de ligagdo melhor

pontuado (Esquema 42).
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Esquema 41. Modos de ligacéo observados para os ligantes 47¢ e 47d no sitio ativo da
enzima PLpro (PDB ID 7LBR). No quadro (a), a pose melhor pontuada do ligante 47c, no
quadro (b) a pose melhor pontuada para o ligante 47d e no quadro (c) as estruturas dos

ligantes.

Esquema 42. Modos de ligacéo observados para os ligantes 47e para a enzima PLpro (PDB
ID 7LBR) e sua estrutura.
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De modo geral, os resultados para esta familia mostraram que os ligantes nao se
encaixaram bem no sitio, pois observou-se apenas uma interacdo entre o anel triazélico das
moléculas e residuos do subsitio S3, com o restante da molécula exposto ao solvente. Além
disso, os modos de ligacdo variaram bastante entre si.

Para a segunda familia de compostos, interacGes de hidrogénio com o residuo Q269
foram observadas para os ligantes 48a-d e um modo de ligacdo semelhante para todos foi
encontrado. No Esquema 43, o ligante 48a esta destacado e é possivel observar uma maior
interacdo da molécula com o subsitio S4, além da interacdo de hidrogénio do anel triazélico.
De modo semelhante os ligantes 48b-d foram encaixados no sitio, como mostra a sobreposi¢do
no Esquema 44.

Esquema 43. No primeiro quadro (a) modo de ligacdo observado para o ligante 48a no sitio

ativo da enzima PLpro (PDB ID 7LBR) e no quadro (b) sua estrutura.
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Esquema 44. No primeiro quadro (a) sobreposicdo entre os ligantes (48a-d) no sitio ativo da
enzima PLpro (PDB ID 7LBR) e no quadro (b) as estruturas dos ligantes (48b-d).

E possivel observar na Figura 50, uma comparagao entre este encaixe observado para
0s compostos sintetizados 48a-d e aquele encontrado para o ligante 28 nos resultados de
dindmica molecular.>* O composto 28 que estd na figura destacado em branco, foi alvo de
estudos de inibicdo da enzima PLpro e apresentou Clso = 2.2 + 0.2, por isso os estudos de
modelagem molecular para este ligante no sitio ativo foram realizados.>* Comparando-se os
modos de ligacdo preditos para com os compostos 48a-d, com os resultados de dindmica
molecular para 0 composto 28, destaca-se como ponto comum a presenca de uma ligacdo de

hidrogénio com o residuo Q269.
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Figura 50. Sobreposicéo entre os ligantes 48a-d e 0 composto 28.

Por outro lado, 0 modo de ligagdo melhor pontuado para o ligante 48e diferiu do
observado para os ligantes 48a-d, com todo 0 composto mais exposto ao solvente, como pode
ser observado no Esquema 45. De modo geral, os compostos com substituinte anel benzénico

47e e 48e mostraram estar sempre mais expostos ao solvente e pouco encaixados no sitio.

Esquema 45. Modos de ligacao observados para os ligantes 48e para a enzima PLpro (PDB
ID 7LBR) e sua estrutura.

Vale salientar que a viabilidade bioldgica dos compostos sintetizados neste trabalho esta

sendo verificada via interacdo dos mesmos com as enzimas Mpro e PLpro. As analises estdo
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em andamento e infelizmente ndo puderam ser finalizadas devido as dificuldades enfrentadas
durante a execucdo do mesmo decorrente da pandemia associada a COVID-19. Caso sejam
encontradas atividades inibitdrias satisfatorias destes compostos com o sistema bioldgico do
virus da SARS-CoV-2, novas alternativas para o tratamento da doenca da COVID-19 poderéo
ser descritas e, talvez, contribuir para o desenvolvimento de um farmaco anti-COVID-19. Além
disso, dado o0 amplo espectro de atividades das quinonas, estes compostos estdo sendo avaliados
contra o parasito Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, e contra linhagens
de células tumorais. Em estudos prévio, a atividade antitumoral destes compostos ja foi
identificada por nds e com certeza teremos resultados promissores e potenciais publicacbes em

um futuro préximo.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho descreve a obtencdo de dez novos derivados quinoidais com ndcleos
triazolicos obtidos através de reacbes de cicloadicdo catalisadas por cobre(l). Todos os
compostos obtidos foram devidamente caracterizados através de técnicas espectroscopicas de
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia na regido do infravermelho e trés compostos
(42b, 43c e 44d) tiveram suas estruturas corroboradas por meio de estudos de cristalografia de
raios-X.

Estudos de ancoragem molecular dos novos derivados triazolicos foram realizados com
as enzimas Mpro e PLpro, meios bioldgicos chave para a replicagdo do virus SARS-CoV-2 da
COVID-19 e foi possivel observar que alguns dos compostos obtidos mostraram interacdes em
comum ja observadas para ligantes cristalograficos destas enzimas encontradas na literatura.

Estudos de bioldgicos de interacdo destes compostos com as enzimas Mpro e PLpro
estdo em analise e ndo puderam ser finalizados a tempo da escrita deste trabalho, no entanto,
caso sejam encontradas atividades inibitorias satisfatdrias destes compostos com o sistema
bioldgico do virus da SARS-CoV-2 novas alternativas para o tratamento da doenca da COVID-
19 poderdo ser obtidas. Além disso, dado o amplo espectro de atividades das quinonas, estes
compostos serdo testados contra outras doengas, como por exemplo, o Cancer e a doenca de
Chagas.
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6. EXPERIMENTAL

6.1. Materiais e Equipamentos

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram obtidos de forma comercial,
com purificacdo prévia apenas quando indicado, salvo o hexano e acetato de etila que foram
purificados utilizando destilacdo fracionada. As purificacdes foram realizadas através da
técnica de cromatografia em coluna de silica gel, (Aldrich 40-63 pum 230-400 mesh). Também
foram utilizadas placas de silica suportadas em aluminio 60 F254 para anélises de cromatografia
em camada delgada (CDD) e uma camara de luz ultravioleta foi usada como método de

revelacéo.

As substancias aqui sintetizadas foram caracterizadas via técnicas instrumentais de
espectroscopia de Ressonancia magnética nuclear de unidimensional de *H e 3C e técnicas
bidimensionais para obtencdo de espectros de COSY, HMBC e HSQC. Os espectros de RMN
foram obtidos em espectrémetros de 400 MHz em um Bruker Advance DRX 400 e 600 MHz
em um AVANCE NEO 600 MHz. Os deslocamentos quimicos dos espectros obtidos (d) tem o
sinal do TMS como referéncia. Todas as andlises realizadas nos espectros seguem as

recomendacdes da AUREMN (Associacdo de Usuéarios de Ressonancia Magnética Nuclear).

Anélises de espectroscopia na regido do infravermelho foram realizadas utilizando um
aparelho Bruker FT-IR alfa-P em pastilhas de KBr anidro e seus valores de absorcdo estéo

expressos em nimero de onda (cm).

Os dados de difracdo de raios-X de cristal tnico foram medidos usando um Difratdmetro
Bruker-AXS Kappa Duo, equipado com um detector Photon Il CMOS e uma fonte de

microfoco MoKa, a temperatura ambiente (298 K).

As faixas de fusdo das substancias foram medidas em um aparelho Gehaka Digital PF

1500 e os nomes seguiram as regras da IUPAC de acordo com o programa ChemDraw Ultra.
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6.2. Sinteses das 1,4-naftoquinonas substituidas no anel A

6.2.1 Sintese da 5-iodo-1,4-naftoquinona (40)

NH2 O 1) NaNO, (1.5 equivyH,s0, | ©
2) KI (3.1 equiv), H,0
o 30% o

Em 31.4 mL de AcOH foi adicionado 1,0 g de 5-amino-1,4-naftoquinona sob agitacdo
magnética em um béquer de 250 mL. Entdo, adicionou-se uma mistura de 16 mL de H.SO4PA
e 8,0 mL de H20. Posteriormente, transferiu-se tal mistura reacional para outro béquer de 250
mL, retirando possiveis solidos da solucdo, e adicionou-se 16 mL de H»O sob agitacdo
magnética. Em sequéncia, colocou-se a reacdo em banho de gelo e verteu-se, em uma Unica
porcéo, uma solugéo contendo 0.6 g de NaNO2 em 1,0 mL de H2O. Tal mistura foi adicionada,
rapidamente, em um béquer de 1,0 L contendo uma solucdo de 3,0 g de KI em 80 mL de H20
aquecida a 90°C. A reacdo foi mantida sob intensa agitacdo magnética por 20 minutos e, entdo,
resfriada a temperatura ambiente e armazenada na geladeira por 18 horas. Filtrou-se o
precipitado e purificou-se por coluna cromatogréafica de silica gel utilizando o tolueno como
eluente, obtendo-se a 5-iodo-1,4-naftoquinona (500 mg, 30% de rendimento) como um sélido

vermelho.
Faixa de fuséo (°C): 171,0-172,5.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) o: 8,36 (d, J = 7,8 Hz, C6-H), 8,14 (d, J = 7,8 Hz, C8-H), 7,35
(t, J = 7,8 Hz, C7-H), 7,02 (d, J = 10,3 Hz, C3-H), 6,94 (d, J = 10,3 Hz, C2-H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ¢: 183,6, 183,2, 148,2, 139,7, 137,1, 134,3, 133,7, 130,7,
127,6, 92,7.

6.2.2 Sintese da 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (42)

on )cj\ j\(s.s equiv)

1) H202(22,5 mL) oH 0O
40°C,4 h
o}

'
OH 2)Dihidroxinaftaleno (41)
60°C, 18 h
41
63% 42
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Em um bal&o de fundo redondo de 125 mL equipado condensador para refluxo, adicionaram-
se 12,6 mL de anidrido acetico, 22,5 mL de H20: e deixou-se agitando por 4h a 40°C. Ap0os
isso adicionaram-se 2,49 de 1,5-drihidréxinaftaleno (15 mmol) solubilizado em uma mistura de
DCM/MeOH (1:1, 30 mL) e a reagdo permaneceu 18 h. O produto foi purificado por coluna
cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano/acetato (8:2) como eluente,
obtendo-se a 5-hidroxi-1,4-naftoquinona como um sélido vermelho com 63% de rendimento.

Faixa de fuséo (°C): 162-163.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) ¢: 11,91 (s, 1H), 7,67 — 7,61 (m, 2H), 7,30 (dd, J = 7,7, 1,8
Hz, 1H), 6,97 (s, 2H).

RMN de *C (100 MHz, CDCIls) ¢: 190,3, 184,3, 161,5, 139,6, 138,7, 136,6, 131,8, 124,5,
119,2, 115,0.

6.2.3 Sintese da 5-metoxi-1,4-naftoquinona (43)

OH O H,C—1(20 equiv) OMeO

O‘ Ag,0 (20 equiv) - 0‘
CH,CI, refluxo,
0 48 h o
78% 43

Em um bal&o de fundo redondo de 125 ml, uma solucéo de 174,15 mg de juglona (0,1 mmol)
em CHsCl (30 mL) adicionaram-se 2,0 mmol de Ag20 (463 mg) e 125 uL de iodometano (20
mmol). A reacdo foi aquecida em refluxo por 48 h. Apos resfriar a temperatura ambiente, a
mistura foi filtrada em celite e o solvente removido por pressédo reduzida. O produto foi
purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano/acetato
(8:2) como eluente, obtendo-se a 5-metoxi-1,4-naftoquinona como um s6lido amarelo com 78%

de rendimento.
Faixa de fusdo (°C): 180-185.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) : 7,75-7,73 (m, 1H), 7,69 (ddd, J = 8,3, 7,6, 0,6 Hz, 1H),
7,32 (dd, J = 8,2, 1,2 Hz, 1H), 6,87 (s, 2H), 4,02 (s, 3H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIls3) é: 185,2, 184,3, 159,6, 140,9, 136,2, 135,0, 134,0, 119,7,
119,2, 117,9, 56,5.
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6.2.4 Sintese da 5-benziloxi-1,4-naftoquinona (44)

OH 0 ©\/Br (3equiv)  oBno
Ag,0 (2.0 equiv)
] -
DCM, 25 °C,
o) 24 h bo)
52% 44

Em um bal&o de fundo redondo de 125 ml, uma solucéo de 174,15 mg de juglona (0,1 mmol)
em CHsClI (30 mL) adicionaram-se 463 mg de Ag-0 (2,0 mmol) e 0,0513 g de brometo de
benzila (0,3 mmol) foram adicionados a 25 °C. A mistura foi agitada com agitador magnético
durante 24 h. O precipitado foi removido por filtracdo. O sistema foi concentrado sob pressdo
reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando uma
mistura de hexano/acetato (8:2) como eluente, obtendo-se a 5-benzilédxi-1,4-naftoquinona como

um solido vermelho com 52% de rendimento.
Faixa de fuséo (°C): 29,7-32,5.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 8: 7,73 (dd, J = 7,7, 1,1 Hz, 1H), 7,63 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,58
(d, J=8,0 Hz, 2H), 7,41 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,33 (m, 2H), 6,88, (s, 2H), 5,29 (s, 2H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCIls) ¢: 185,3, 184,2, 158,6, 141,0, 136,3, 136,1, 135,0, 134,2,
128,8, 128,1, 126,8, 120,4, 119,8, 119,6, 71,0.

6.2.5 Sintese da 1,4-antraquinona (46)

O OH o)

NaBH, (6.0 equiv),
QLI — e, (L)
0°C,1,5h
O OH 93% o
46

Quinizarina (989 mg, 4,12 mmol) foi colocada em um frasco de fundo redondo (50 mL) sob
atmosfera de argonio. Metanol (19 mL, desgaseificado por borbulhamento de nitrogénio) foi
adicionado e a mistura foi resfriada até 0°C. Borohidreto de sodio (945 mg, 25,0 mmol) foi
adicionado a solugéo lentamente e a mistura resultante foi agitada durante 90 min a 0°C. Acido
cloridrico aquoso (6 M, 18 mL) foi adicionado lentamente e o precipitado foi coletado por
filtracdo a vacuo e lavado com agua e seco sob presséo reduzida. O produto foi purificado por
coluna cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano/acetato (8:2) como

eluente, obtendo-se 1,4-antraquinona como um solido marrom com 93% de rendimento.
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Faixa de fusdo (°C): 208,9-211,6.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) : 8,59 (s, 2H), 8,05 (dd, J = 6,1, 3,3 Hz, 2H), 7,69 (dd, J =
6,3, 3,2 Hz, 2H), 7,06 (s, 2H).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls) #: 184,7, 184,7, 140,0, 140,0, 134,8, 134,8, 130,2, 130,2,
129,6, 129,6, 128,9, 128,9, 128,3, 128,3.

6.3 Sintese das naftoquinonas contendo os alcinos

Procedimento geral para aminacao:

/__
o) H,N o
RS N (2.0 equiv.) -
v
Z CH;CN O‘
N X
5 24 h, t.a. 1 H/\\

2,0 mmol de N-propargilamina (2,0 eq) foram adicionados a uma solucdo de 1,0 mmol da 1,4-
naftoquinona de interesse (1,0 eq) em CHsCN (0,3 M). A mistura de reacdo foi agitada a
temperatura ambiente durante 24h e apds esse tempo o solvente foi evaporado sob pressdo
reduzida. O produto foi purificado por coluna cromatogréfica de silica gel utilizando uma
mistura de hexano/acetato (8:2) como eluente, obtendo-se os alcinos com rendimentos que

variaram de 35% a 72%.

5-iodo-1,4-naftoguinona (40a):

5-iodo-2-(prop-2-in-1-ilamino)naftaleno-1,4-diona (IUPAC)

| (0]
>N
H NS

(72%) O

O procedimento geral para aminacao foi seguido usando o composto 40 (284,1 mg, 1,0 mmol).
Apos purificagdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 8:2), obteve-se o produto

40a (242,6 mg, 0,72 mmol, 72%) como um solido alaranjado.
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Faixa de fuséo (°C): 44-49.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) ¢: 8,31 (dd, J = 7,9, 1,1 Hz, 1H), 8,05 (dd, J = 7,6, 1,1 Hz,
1H), 7,97 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 7,47 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 5,79 (s, 1H), 4,05 (dd, J = 6,0, 2,3 Hz,
2H), 3,27 (t, J = 2,3 Hz, 1H).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) 4: 180,2, 180,1, 148,9, 146,6, 136,0, 135,2, 130,0, 126,8,
100,9, 94,6, 79,3, 75,1, 31,7.

IV (pastilha de KBr) v: 3375, 3273, 1673, 1599, 1571, 1550, 1497, 1423, 1356, 1328, 1248,
1209, 1079, 809, 790, 733, 657, 540, 417.

5-hidroxi-1,4-naftoquinona (42a):

8-hidroxi-2-(prop-2-in-1-ilamino)naftaleno-1,4-diona (IUPAC)

OH O
UL

H/\\\
35%) O

O procedimento geral para aminacao foi seguido usando o composto 42 (174,2 mg, 1,0 mmol).
Apos purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 8:2), obteve-se o produto

42a (79,45 mg, 0,35 mmol, 35%) como um sélido vermelho.
Faixa de fuséo (°C): 45-51.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) d: 13,2 (s, 1H), 8,20 (s, 1H), 7,61 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,52
(d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,74 (s, 1H), 4,08 (dd, J = 3,6 Hz, 2H), 3,29 (s,
1H).

RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) 4: 188,7, 181,1, 160,7, 149,5, 135,0, 130,9, 125,7, 119,1,
114,7, 100,5, 79,0, 75,3, 31,7.

IV (pastilha de KBr) v: 3347, 3294, 2922, 2356, 2334, 1738, 1668, 1622, 1598, 1517, 1474,
1384, 1362, 1333, 1247, 1221, 1163, 1105, 830, 779, 663, 618, 467.

Foi possivel a obtencdo de um monocristal do composto 42a através da difusdo de vapor

de éter de petroleo em uma solucdo do substrato em acetonitrila. Este cristal foi
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submetido a anélise de difracdo de raios-X, de onde a estrutura pdde ser inequivocamente

corroborada.

7-metoxi-1,4-naftoquinona (43a):

5-metoxi-2-(prop-2-in-1-ilamino)naftaleno-1,4-diona (ITUPAC):

N o H
(] ~
(52%) o

O procedimento geral para aminacao foi seguido usando o composto 43 (188,2 mg, 1,0 mmol).
Apbs purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 8:2), obteve-se o produto

43a (125,5 mg, 0,52 mmol, 52%) como um soélido vermelho.
Faixa de fuséo (°C): 52-57.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) d: 7,80 — 7,73 (t, 1H), 7,66 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 7,59 (d, J
=7.4,0,6 Hz, 1H), 7,42 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 5,70 (s, 1H), 4,04 (dd, J = 6,1, 2,2 Hz, 2H), 3,93
(s, 3H), 3,26 (t, J = 2,3 Hz, 1H).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 181,6, 179,7, 160,1, 149,3, 136,5, 135,5, 118,3, 118,2,
117,4,100,1, 79,5, 74,9, 56,8, 31,6.

IV (pastilha de KBr) v: 3464, 3334, 3211, 2932, 2353, 2101, 1677, 1605, 1581, 1505, 1466,
1442, 1358, 1265, 1215, 1160, 1057, 994, 941, 868, 817, 794, 738, 630, 583, 519, 454, 434.

Foi possivel a obtencdo de um monocristal do composto 43a através da difusdo de vapor
de éter de petroleo em uma solucdo do substrato em acetonitrila. Este cristal foi
submetido a analise de difracdo de raios-X, de onde a estrutura pode ser inequivocamente

corroborada.
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7-benziloxi-1,4-naftoquinona (44a):

5-(benziloxi)-2-(prop-2-in-1-ilamino)naftaleno-1,4-diona (ITUPAC):

(o) (o) H _
(] ~
(49%) (o)

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 44 (264.3 mg, 1,0 mmol).
Apbs purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 8:2), obteve-se o produto

44a (155,5 mg, 0,49 mmol, 49%) como um sélido marrom.
Faixa de fuséo (°C): 50-55.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-de) &: 7,87 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 7,81 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 7,69 —
7,61 (m, 3H), 7,55 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,38 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 5,74
(s, 1H), 5,35 (s, 2H), 4,06 (dd, J = 5,9, 2,2 Hz, 2H), 3,28 (t, J = 2,1 Hz, 1H).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) o: 81,6, 179,9, 158,9, 149,3, 137,1, 136,5, 135,6, 128,8,
128,1, 127,3, 118,6, 118,6, 118,5, 100,1, 79,43, 74,9, 70,5, 31,6.

IV (pastilha de KBr) v: 3352, 3286, 2869, 2365, 1676, 1599, 1569, 1490, 1454, 1378, 1356,
1293, 1281, 1256, 1204, 1157, 1096, 1029, 986, 949, 818, 756, 742, 704, 668, 573, 532, 433.

Foi possivel a obtencdo de um monocristal do composto 44a através da difusdo de vapor
de éter de petroleo em uma solucdo do substrato em acetonitrila. Este cristal foi
submetido & anélise de difracdo de raios-X, de onde a estrutura pdde ser inequivocamente

corroborada.
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2-(prop-2-in-1-ilamino)antraceno-1,4-diona (46a):

o
o H/\\\

(64%)

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 46 (208,2 mg, 1,0 mmol).
Apos purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 8:2), obteve-se o produto
46a (167,2 mg, 0,64 mmol, 64%) como um sélido marrom.

Faixa de fuséo (°C): 41,6-46,8.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) o 8,62 (s, 1H), 8,50 (s, 1H), 8,21 (dd, J = 13,9, 7,7 Hz,
2H), 7,88 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 7,78 — 7,66 (M, 2H), 5,89 (s, 1H), 4,06 (dd, J = 3,9 Hz, 2H), 3,25
(t, 1H).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) 6: 181,8, 181,3, 149,3, 135,4, 134,0, 130,6, 130,2, 129,7,
129,4, 129,0, 127,9, 127,2, 103,7, 79,4, 75,0, 31,6.

IV (pastilha de KBr) v: 3355, 3221, 2916, 2364, 2104, 1673, 1603, 1508, 1453, 1409, 1356,
1323, 1259, 1185, 1043, 832, 751, 477.

6.4 Sintese das azidas
6.4.1 Sintese da azida (33)

3-azido-2,2-dimetol-2,3-dihidro-nafto[1,2-b]furan-4.,5-diona (33):

Nor-lapachol (456 mg, 2 mmol) e 30 mL de CH2ClI. foram adicionados em um bal&o de fundo
redondo de 100 mL. A mistura foi resfriada a 0 °C, em seguida adicionou-se 1 mL de Bro, a

reacao ficou sob agitacéo a 0 °C por 5 minutos. Posteriormente Br, e CH2Cl, foram evaporados
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sob pressdo reduzida. Solubilizou-se a mistura bruta em 10 mL de CH2Cl», e adicionaram-se
NaNs3 (390 mg, 6 mmol). A reacéo ficou sob agitagdo por 24 h. Em seguida, extraiu-se a com
acetato de etila (3 x 15 mL) e 15 mL de agua destilada em um funil de separacéo e depois seco
com Na>SOs. O produto foi purificado por coluna cromatogréafica de silica gel utilizando uma
mistura de hexano/acetato (8:2) como eluente, obtendo-se a azida como um sélido alaranjado
com 81% de rendimento.

Faixa de fuséo (°C): 200-202.

RMN de H (300 MHz, CDCls) &: 8,14 (ddd, J = 6,9, 2,1, 0,9, 1H), 7,72-7,65 (3H, m), 4,77
(1H, s), 1,67 (3H, s), 1,55 (3H, s).

RMN de 1*C NMR (75 MHz, CDCls) §: 180,3, 175,2, 170,2, 134,5,132,7,131,1, 113,5, 129,5,
125,1, 126,7, 95,5, 67,3, 27,1, 21,9.

Dados espectrais obtidos estdo de acordo com os observados na literatura.?

6.4.2 Sintese da azida (36):

1) NaOH, EtOH

o}
OH ta,1h
(X - OO
2)

o H20 ta. 24 h
2-hidroxi-1,4-
naftoquinona

34

Adicionou-se 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (5,0 g, 29 mmol) a um baldo de fundo
redondo de 250 mL, contendo uma mistura de 50 mL de etanol e NaOH (1,4 g, 35 mmol).
A mistura ficou sob agitacdo magnética por 1lh, observando-se a mudanca de aspecto da
mistura que passou de uma solucdo alaranjada para uma suspensdo contendo um solido
vermelho. O solido vermelho foi filtrado a vacuo e lavado com éter etilico, e entdo seco em
estufa a 70 °C, obtendo-se o sélido em rendimento quantitativo. O sélido vermelho
(lausonato de sodio) foi utilizado na etapa seguinte, sem
qualquer purificacao adicional.

O lausonato de sddio (3,0 g, 15 mmol) e brometo de alila (30 mL) foram
adicionados em um baldo de fundo redondo de 250 mL. A solucéo ficou sob agitacdo por
1h e, em seguida, adicionaram-se 70 mL de agua destilada. A mistura continuou sob
agitacdo a temperatura ambiente por 24h, observando-se mudanga de coloragdo do

precipitado de vermelho para amarelo. A reagéo foi encerrada e em seguida, acrescentaram-se
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amistura, 30 mL de agua destilada. Em seguida a fase organica foi extraida com acetato de etila
(3 x 15 mL) em um funil de separacéo e depois promoveu-se secagem com NaSOs. O produto
foi purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano/acetato

(8:2) como eluente, obtendo-se o produto como um sélido amarelo com 45% de rendimento.

3-alil-2-hidroxinaftaleno-1,4-diona (34):

Faixa de fuséo (°C): 112-113.

RMN de H (400 MHz, CDCIs) ¢: 3,31 (d, J = 4,5 Hz, 2H), 5,00 (dd, J = 10 Hz, J = 1,4 Hz,
1H), 5,11 (dd, J = 17 Hz, J = 1,4 Hz, 1H), 5,88 (m, 1H), 7,25 (s, 1H), 7,64 (dt, J=7,5 Hz, J =
1,0 Hz, 1H), 7,71 (dt, J = 7,5 Hz, J = 1,0 Hz, 1H), 8,03 (dd, J = 7,6 Hz, J = 1,3 Hz, 1H), 8,08
(dd,J=1,3Hz,J=7,6 Hz, 1H).

RMN de 3C NMR (100 MHz, CDCls) ¢: 184,4, 181,7, 153,3, 135,2, 133,9, 133,2, 133,0,
116,6, 1129,6, 127,1, 126,4, 122,0, 27,7

O 1) I, piridina,
OH CH,Cl, 1 h, ta.
T -~
R
o |
34 35

Adicionou-se 2-hidroxi-3-alil-1,4-naftoquinona (34) (1,0 g, 5,9 mmol) a um baldo de fundo
redondo de 250 mL contendo 100 mL de DCM. Em seguida, adicionou-se uma solucéo de iodo
metalico (7,3 g, 20 mmol) dissolvido numa mistura de 30 mL de diclorometano mais 4 mL de
piridina. A reacao foi mantida sob agitacao magnética e a
temperatura ambiente por 1 h, seguindo-se a adi¢cdo de 100 mL de &gua fria. A fase organica
foi lavada com 10% de carbonato de sodio (3 x 50 mL), seguido de lavagem com de agua
fria (3 x 50 mL) e secagem da fase organica sobre Na2SO4. O produto foi purificado por coluna
cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano/acetato (8:2) como eluente,

obtendo-se o produto como um solido vermelho com 41% de rendimento.
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2-(iodometil)-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (35):

Faixa de fusdo (°C): 145-147.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,1 (d, 1H), 7,6 (m, 3H), 5,1 (m, 1H), 3,5 (d, 2H), 3,3 (dd,
1H), 3,0 (dd, 1H).

RMN de *C NMR (100 MHz, CDCls) ¢: 181,6, 175,1, 150,1, 134,5, 131,9, 130,4, 129,4,
126,9, 124,47, 114,7, 85,7, 32,8, 7,2.

(o) (0]
o NaN3 0
O‘ DMF, 24 h, t.a. O‘
>
(o) (o]
35 I 36 N3

Adicionou-se 0 composto 35 (610 mg, 1,8 mmol) a um baldo de fundo redondo
de 50 mL contendo 10 mL de DMF e NaNz (216 mg, 3,3 mmol). A reacdo permaneceu
sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 12 h. Em seguida, extraiu-se a com
DCM (3 x 15 mL) e fez-se lavagem com 15 mL de &gua destilada em um funil de
separacdo, seguindo-se da secagem da fase organica com Na>SO4. O produto foi purificado por
coluna cromatografica de silica gel utilizando uma mistura de hexano/acetato (8:2) como

eluente, obtendo-se o produto como um solido laranja com 91% de rendimento.

Dados espectrais obtidos estdo de acordo com os observados na literatura.®®

2-(azidometil)-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (36):

Faixa de fusdo (°C): 172-174.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 8: 8,05 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,92-7,32 (3H, m), 5,45-5,21 (1H,
m), 3,84-3,49 (2H, m), 3,25 (dd, J = 15,6, 10.1 Hz, 1H), 2,92 (dd, J = 15.6, 7,0 Hz, 1H).

RMN de ¥C NMR (100 MHz, CDCls) é: 180,9, 175,4, 169,4, 134,9, 132,3, 130,7, 130,3,
129,7,127,2, 124,7, 85,8, 54,3, 29,6.
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6.5 Sintese dos anéis 1,2,3-triazélicos
6.5.1 Reac0es clicks a partir da azida nor b (33):

Procedimento geral para cicloadi¢des click catalisadas por Cu (1)

o o CuSO,5H,0 (1 mol %)
0 o
R@\ N O‘ Na-ascorbato (2 mol %) N=N
N N
ﬁ/\\\ N3 cH,C1,/H,0 (1: 1) \)\’
(0} (0] R
ta., 12 h
33

47a-e

Um tubo resselavel de 5 mL foi carregado com a azida (33) e a quinona-alcino correspondente
(0,22 mmol), CuS04.5H,0 (1,0 mg, 0,002 mmol, 1 mol%) e ascorbato de sddio (4,0 mg, 0,01
mmol, 5 mol%). Em seguida, 4 mL de uma mistura de CH2Cl/H20 (1: 1) foram adicionados
ao recipiente. A reacdo foi submetida a agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 24 h, e a
andlise por CCF mostrou consumo completo das quinonas-azidas. A mistura foi extraida com
CH2Cl; (3 x 5 mL) e lavada com salmoura (3 x 5 mL) e a fase organica foi seca com Na>SOa.
O produto foi purificado por coluna cromatogréafica de silica gel utilizando uma mistura de
hexano/acetato (1:5) como eluente, obtendo-se o produto com rendimentos variando de 42 a
71%.

3-(4-(((5-iodo-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-il)amino)metil)-1H-1.2 3-triazol-1-il)-2, 2-
dimetil-2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (IUPAC) (47a):

0

0

CLX 3 0 g
N AN

0 (2

(61%) o |

O procedimento geral para aminagdo foi seguido usando o composto 40a (74,16 mg, 0,22
mmol). Apoés purificacdo em coluna cromatogréfica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 47a com 61% como um solido alaranjado.

Faixa de fuséo (°C): 112,5-116,0.
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RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds) d: & 8,28 (s, 1H), 8,03 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,01 — 7,88 (m,
3H), 7,81 (ddt, J = 20,4, 13,7, 7,0 Hz, 3H), 7,76 — 7,69 (m, 1H), 6,03 (s, 1H), 5,69 (d, J = 6,1
Hz, 1H), 4,47 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 1,67 (s, 3H), 0,99 (s, 3H).

RMN de *C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 8: 182,0, 180,3, 179,9, 175,0, 170,3, 149,2, 148,7,
146,6, 143,5, 135,4, 135,2, 133,5, 129,2, 125,8, 125,5, 123,9, 111,6, 101,0, 100,1, 95,7, 94,5,
66,5, 38,1, 38,0, 27,4, 23,0, 21,0.

IV (pastilha de KBr) v: 3374, 3112, 2915, 2366, 1661, 1604, 1574, 1552, 1515, 1444, 1406,
1346, 1226, 1112, 1085, 1053, 904, 859, 829, 803, 774, 731, 659, 540, 424.

3-(4-(((8-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-illamino)metil)-1H-1.2 3-triazol-1-il)-
2, 2-dimetil-2,3-di-hidronafto[1,2-blfuran-4.,5-diona (ITUPAC) (47b):

0

o)

CLC oy s
N AN

0 (2

(41%) O OH

O procedimento geral para aminagédo foi seguido usando o composto 42a (49,98 mg, 0,22
mmol). Apo6s purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 47b com 41% como um sélido vermelho.
Faixa de fuséo (°C): 113,6-118,3.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds) 8: & 13,24 (s, 1H), 8,34 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 8,27 (s, 1H),
8.05 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,84 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,80 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,76 (d, J = 7,3 Hz,
1H), 7,58 (t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 6,03 (s, 1H),
5,67 (s, 1H), 4,51 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 1,67 (s, 3H), 1,00 (s, 3H).

RMN de *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &: 5 188,5, 181,2, 180,3, 175,0, 170,3, 160,6, 149,9,
143,1, 135,2, 134,9, 133,6,130,9, 129,2, 125,7, 125,5, 124,0, 119,0, 111,7, 99,7, 95,7, 66,6,
60,5, 38,1, 27,4, 21,0, 14,9.

IV (pastilha de KBr) v: 3351, 3124, 2912, 2354, 2323, 1707, 1651, 1613, 1572, 1512, 1466,
1411, 1358, 1240, 1158, 1110, 1079, 1049, 835, 792, 774, 667, 605, 549, 466.
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3-(4-(((5-metoxi-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-il)Jamino)metil)-1H-1,2.3-triazol-1-il)-2,
2-dimetil-2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (IUPAC) (47c¢c):

0
o)
CL 3 0 g7
N AN

i (I

(58%) g

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 43a (53,07 mg, 0,22
mmol). Apo6s purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se
0 produto 47c com 58% como um sélido alaranjado.

Faixa de fuséo (°C): 172,9-179,0.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) d: 5 8,26 (s, 1H), 8,03 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,83 (t, J = 7,4
Hz, 1H), 7,78 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,76 — 7,72 (m, 3H), 7,53 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,38 (d, = 8,5
Hz, 1H), 6,02 (s, 1H), 5,59 (s, 1H), 4,45 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 3,88 (s, 3H), 1,67 (s, 3H), 0,98 (s,
3H).

RMN de *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8: 5 181,5, 180,2, 179,8, 175,0, 170,3, 160,1, 149,6,
136,5, 135,6, 135,2, 133,5, 132,1, 129,2, 127,0, 125,5, 123,9, 118,3, 118,2, 117,3, 111,7, 99,3,
95,7, 66,5, 56,8, 40,4, 38,0, 27,4, 21,0.

IV (pastilha de KBr) v: 3447, 3227, 3130, 2369, 2324, 1702, 1658, 1656, 1610, 1577, 1497,
1486, 1438, 1405, 1383, 1361, 1279, 1259, 1237, 1224, 1125, 1109, 1080, 1051, 991, 820, 769,
674, 536, 510, 431.
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3-(4-(((5-(benziloxi)-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-il)amino)metil)-1H-1.2,3-triazol-1-
il)- 2,2-dimetil-2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (ITUPAC) (47d):

0
0
CLC oy n g8
N AN
0 (JC

(49%)

O procedimento geral para aminagédo foi seguido usando o composto 44a (69,81 mg, 0,22
mmol). Apds purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 47d com 49% como um sélido amarelo.
Faixa de fuséo (°C): 205,3-210,5.

RMN de 1H (600 MHz, DMSO-ds) 8: 8,25 (s, 1H), 8,04 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,92 (t, J = 5,8
Hz, 1H), 7,85 — 7,81 (m, 1H), 7,81 — 7,78 (m, 1H), 7,75 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,60 (d, J = 7,4
Hz, 2H), 7,57 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 7,50 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,33 (t, J =
7,2 Hz, 1H), 6,02 (s, 1H), 5,62 (1, 1H), 5,30 (s, 2H), 4,44 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 1,67 (s, 3H), 0,98
(s, 3H).

RMN de *C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 8: 181,5, 180,2, 179,8, 175,0, 170,3, 160,1, 149,6,
136,5, 135,6, 135,2, 133,5, 132,1, 129,2, 125,5, 123,9, 118,3, 117,3, 111,7, 99,3, 95,7, 66,5,
56,8, 40,4, 38,0, 27,4, 21,0.

IV (pastilha de KBr) v: 3370, 3063, 2912, 2370, 1703, 1654, 1608, 1578, 1501, 1455, 1410,
1313, 1283, 1255, 1218, 1159, 1105, 1079, 1051, 979, 812, 780, 737, 700, 546, 461.



Dissertac&o de Mestrado — Joyce C. de Oliveira 122
Experimental

3-(4-(((1,4-dioxo-1,4-di-hidroantracen-2-il)amino)metil)-1H-1.2.3-triazol-1-il)-2,2-
dimetil- 2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (IUPAC) (47¢):

(0)
PO
\)\/N
L OOO

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 46a (57,48 mg, 0,22
mmol). Apo6s purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se
0 produto 47e com 42% como um s6lido alaranjado.

Faixa de fuséo (°C): 135,1-139,4.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds) : 8,62 (t, J = 11,7 Hz, 1H), 8,48 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,30
(s, 1H), 8,23 (t, = 8,2 Hz, 1H), 8,17 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 8,12 — 8,01 (m, 2H), 7,95 (dt, J = 9,9,
5.4 Hz, 1H), 7,75 (dtd, J = 19,8, 14,4, 7,0 Hz, 4H), 6,03 (s, 1H), 5,83 (s, 1H), 4,50 (d, J = 5,9
Hz, 1H), 1,67 (s, 3H), 1,00 (s, 3H).

RMN de C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8: 181,5, 180,2, 175,0, 170,2, 149,6, 143,5, 135,8,
135,5, 135,3, 135,2, 135,2, 134,0, 133,5, 132,2, 130,6, 130,2, 129,3, 129,2, 128,9, 128,0, 127,1,
125,5, 124,0, 111,7, 103,0, 95,71, 66,5, 40,5, 27,4, 23,0, 21,1.

IV (pastilha de KBr) v: 3352, 2915, 2845, 2328, 1668, 1596, 1515, 1461, 1405, 1317, 1260,
1221, 1175, 1111, 1082, 1048, 829, 798, 769, 720, 484.

6.5.2 Reacdes clicks a partir da azida da c-alil (36):

Procedimento geral para cicloadigdes click catalisadas por Cu (1)

CuSO45H,0 (1 mol %)
Na-ascorbato (2 mol %)

>
CH,CL/H,0 (1:1)
t.a., 12 h
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Um tubo resselavel de 5 mL foi carregado com a azida 36 e a quinona-alcino correspondente
(0,22 mmol), CuS04.5H20 (1,0 mg, 0,002 mmol, 1 mol%) e ascorbato de sddio (4,0 mg, 0,01
mmol, 5 mol%). Em seguida, 4 mL de uma mistura de CH,Cl/H.0 (1:1) foram adicionados ao
recipiente. A reagdo foi submetida a agitacdo vigorosa a temperatura ambiente por 24 h, e a
andlise por CCF mostrou consumo completo das quinonas-azidas. A mistura foi extraida com
CH2ClI, (3 x 5 mL) e a fase organica foi lavada com salmoura (3 x 5 mL) e a fase organica foi
seca com Na>SO4. O produto foi purificado por coluna cromatografica de silica gel utilizando
uma mistura de hexano/acetato (1:5) como eluente, obtendo-se o produto com rendimentos
variando de 62 a 86%.

2-((4-(((5-iodo-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-ilJamino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
iNmetil) -2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (48a):

0
904
(0 N=N g O
N\?‘\,N
O |

O procedimento geral para aminagédo foi seguido usando o composto 40a (74,16 mg, 0,22
mmol). Apds purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 48a com 62% como um solido alaranjado.
Faixa de fuséo (°C): 150,2-155,0.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds) &: 8,33 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 8,29 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 8,12
8,07 (M, 2H), 7,94 (ddd, J = 30,7, 21,4, 7,5 Hz, 1H), 7,78 (ddd, J = 30,6, 16,6, 7,4 Hz, 1H),
7,65 — 7,59 (m, 1H), 7,54 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 7,45 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 5,69 (s, 1H), 5,54 (d, J
= 9,8 Hz, 1H), 4,86 (d, J = 14,7 Hz, 1H), 4,77 (dd, J = 14,8, 7,3 Hz, 1H), 4,48 (dd, J = 13,1, 6,1
Hz, 2H), 3,15 (dd, J = 15,3, 10,2 Hz, 1H), 2,81 (dd, J = 15,4, 6,5 Hz, 1H).

RMN de *C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 8: 181,9, 180,6, 180,1, 179,8, 175,2, 168,3, 149,1,
148,06, 146,6, 143,7, 136,1, 135,3, 135,1, 133,3, 132,8, 132,4, 130,7, 129,8, 129,0, 127,1, 126,8,
126,3, 125,9, 124,7, 124,5, 115,3, 100,8, 99,9, 94,7, 85,1, 79,7, 52,9, 37,9, 29,3.
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IV (pastilha de KBr) v: 3266, 2916, 2357, 1726, 1673, 1658, 1612, 1568, 1550, 1504, 1494,
1382, 1237, 1235, 1155, 1079, 1042, 891, 810, 731, 653.

2-((4-(((8-hidroxi-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-il)Jamino)metil)-1H-1,2 ,3-triazol-1-
iNmetil) -2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (48b):

0
CJ ’
(0) N=N g O
IO
65%
(65%) O OH

O procedimento geral para aminagédo foi seguido usando o composto 42a (49,98 mg, 0,22
mmol). Apo6s purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 48b com 65% como um sélido alaranjado.
Faixa de fuséo (°C): 149,6-155,1.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) d: 13,20 (s, 1H), 8,34 (s, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,77 (d, J = 7,5
Hz, 1H), 7,60 (dd, J = 17,7, 8,0 Hz, 2H), 7,53 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 13,1, 7,4 Hz,
2H), 7,28 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 5,63 (s, 1H), 5,54 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 4,87 (dd, J = 14,6, 2,4 Hz,
1H), 4,78 (dd, J = 14,8, 6,9 Hz, 1H), 4,50 (qd, J = 15,6, 6,2 Hz, 2H), 3,16 (dd, J = 15,3, 10,2
Hz, 1H), 2,82 (dd, J = 15,5, 6,4 Hz, 1H).

RMN de *C NMR (150 MHz, DMSO-dg) 4: 188,4, 181,1, 180,6, 175,2, 168,4, 160,6, 149,7,
135,2 — 135,0, 134,9, 132,4, 130,9, 130,7, 129,0, 127,1, 125,7, 124,7, 124,4, 119,0, 115,3,
114,7,99,4, 85,1, 52,9, 40,4, 37,9, 29,2.

IV (pastilha de KBr) v: 3393, 2911, 2366, 1678, 1622, 1575, 1510, 1472, 1387, 1303, 1243,
1220, 1146, 1081, 1041, 885, 842, 769, 663, 540.
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2-((4-(((5-metoxi-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-il)amino)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-
iNmetil) -2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (48c):

(0)
904
0) N=Nn o o~
N N
(86%) ‘ O
)

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 43a (53,07 mg, 0,22
mmol). Apds purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 48c com 86% como um sélido alaranjado.
Faixa de fuséo (°C): 183,3-188,7.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds) 4: 8,09 (s, 1H), 7,82 (s, 2H), 7,75 (s, 1H), 7,63 (s, 1H),
7,60 — 7,51 (m, 2H), 7,49 — 7,37 (m, 2H), 5,61 (s, 1H), 5,54 (s, 1H), 4,85 (d, J = 15,0 Hz, 1H),
4,78 (d, J = 7,2 Hz, 1H), 4,46 (s, 2H), 3,91 (d, J = 11,1 Hz, 3H), 3,21 — 3,10 (m, 1H), 2,86 —
2,75 (M, 1H).

RMN de C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &: 181,4, 180,7, 179,7, 175,3, 168,4, 160,1, 149,6,
143,8, 136,5, 135,6, 135,2, 132,5, 130,7, 129,1, 127,1, 124,6, 124,5, 118,3, 117,4, 115,3, 99,2,
85,2, 56,8, 52,9, 40,4, 37,8, 29,4.

IV (pastilha de KBr) v: 3416, 2361, 1609, 1568, 1499, 1438, 1385, 1289, 1238, 1167, 1045,
814, 744, 664.
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2-((4-(((5-(benziloxi)-1,4-dioxo-1,4-di-hidronaftalen-2-il)amino)metil)-1H-1,2 3-triazol-1-
i) metil)-2,3-di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (48d):

O
904
(¢) N=N O O
1 H
A0S
(62%)
0)

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 44a (69,81 mg, 0,22
mmol). Apds purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se

0 produto 48d com 63% como um sélido amarelo.
Faixa de fuséo (°C): 115,3-120,1.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) o: 8,08 (s, 1H), 7,96 (t, J = 6,3 Hz, 1H), 7,80 — 7,74 (m,
2H), 7,62 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,59 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 7,56 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,52 (t, = 7,6
Hz, 2H), 7,42 (t, J = 6,8 Hz, 3H), 7,34 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 5,62 (s, 1H), 5,32 (s, 1H), 4,85 (dd,
J=148, 3,3 Hz, 1H), 4,76 (dd, J = 14,8, 7,6 Hz, 1H), 4,45 (dt, J = 16,1, 8,1 Hz, 2H), 3,15 (dd,
J=15,4,10,2 Hz, 1H), 2,80 (dd, J = 15,5, 6,6 Hz, 1H).

RMN de C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &: 181,4, 180,6, 179,9, 175,3, 168,3, 158,9, 149,5,
143,9, 137,1, 136,5, 135,7, 135,1, 132,4, 130,7, 129,0, 128,8, 128,1, 127,4, 127,1, 124,6, 124,5,
118,6, 118,5, 118,4, 115,3, 99,2, 85,2, 72,4, 70,5, 60,7, 52,9, 37,8, 31,8, 29,33, 2,28, 14,3.

IV (pastilha de KBr) v: 3424, 2938, 2089, 1645, 1617, 1567, 1491, 1442, 1405, 1386, 1353,
1280, 1264, 1236, 1155, 1085, 1053, 1024, 885, 821, 797, 743, 692, 657, 528.
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2-((4-(((1,4-dioxo-1,4-di-hidroantracen-2-il)amino)metil)-1H-1,2 ,3-triazol-1-il)metil)-2,3 -
di-hidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (48e):

(0)
904
(o) N=N g O
e 9S®
(63%)
(0]

O procedimento geral para aminacdo foi seguido usando o composto 46a (57,48 mg, 0,22
mmol). Apo6s purificacdo em coluna cromatografica (b-hexano/acetato de etila 5:5), obteve-se
0 produto 48e com 62% como um sélido amarelo.

Faixa de fuséo (°C): 158,2-163,5.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds) 4: 8,65 — 8,61 (m, 1H), 8,49 — 8,46 (m, 1H), 8,25 (d, J =
7.5 Hz, 1H), 8,21 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 8,14 (s, 1H), 8,03 (t, J = 6,2 Hz, 1H), 7,81 — 7,69 (m,
3H), 7,65 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 7,54 — 7,50 (m, 1H), 7,49 — 7,45 (m, 1H), 5,86 (s, 1H), 5,75 (s,
1H), 4,86 (dd, J = 14,8, 3,4 Hz, 1H), 4,78 (dd, J = 14,8, 7,6 Hz, 1H), 4,52 (t, J = 6,3 Hz, 2H),
3,16 (dd, J = 15,3, 10,2 Hz, 1H), 2,82 (dd, J = 15,4, 6,5 Hz, 1H).

RMN de C NMR (150 MHz, DMSO-ds) &: 181,5, 180,6, 175,3, 168,3, 149,6, 143,8, 135,5,
135,1, 134,0, 132,4, 130,8, 130,6, 130,2, 129,8, 129,3, 129,0, 128,9, 127,9, 127,1, 124,9, 124,7,
124,6, 115,3, 102,9, 85,2, 55,4, 53,0, 40,5, 37,8, 29,4, 14.5.

IV (pastilha de KBr) v: 3429, 2350, 1597, 1571, 1504, 1403, 1384, 1314, 1261, 1181, 1148,
1055, 895, 838, 799, 760, 653, 540, 477.

6.6 Calculos de modelagem molecular

As estruturas cristalogréaficas utilizadas estdo depositadas no RCSB Protein Data Bank
(PDB) e recebem os codigos PBD ID 5R82% para a Mpro e PDB ID 7LBR*® para a PLpro. Os
alvos moleculares foram preparados utilizando o programa Chimera,®” com a remogéo de todas

as moléculas de &gua e ligantes, adicdo de hidrogénios a toda a macromolécula, e de cargas
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atbmicas utilizando o meétodo Gasteiger. Utilizando o algoritmo SPHGEN do programa
Chimera, conjuntos de esferas preenchendo as cavidades da proteina foram determinados, e a
seguir foi selecionado através de uma inspecdo manual o conjunto que melhor se encaixava no
sitio ativo. O posicionamento da caixa de atracamento foi centralizado na diade catalitica que
contém os residuos Cisteina 145 e Histidina 41 para a 5R82 (Mpro) e na triade catalitica
Cisteina 11, Histidina 272 e Aspartato 286 para a enzima 7LBR (PLpro), e suas dimensdes para
garantir que a caixa englobasse toda a area que abrangia as esferas e o sitio ativo (Figura 51).

As dimens0es das caixas de ancoragem estdo descritas na Tabela 1.

Figura 51. Caixa de ancoragem das proteinas 5R82 (a) e 7LBR (b).

Parametro 5R82 7LBR

Dimensoes da caixa de 30.8x26.0x24.4 33.8x31.9x29.0
ancoragem ()
Tabela 1. Dimensdes das caixas de ancoragem para os alvos moleculares utilizados nos

calculos.

Os ligantes foram preparados incialmente pela sua estrutura 1D no programa
ChemDraw, seguido pela criacao da estrutura 3D no Chem3D, onde foi gerado um arquivo de
PDB. Este foi preparado a seguir no programa Chimera, onde foram calculadas as cargas dos
compostos, com 0 método AM1-BCC. Os célculos de docking foram realizados utilizando o
programa Dock6%. Este programa apresenta um algoritmo de busca de construcéo incremental
e sua funcdo de pontuacdo é baseada em campos de forc¢a classicos. Abaixo esté a equacao que
descreve essa funcao de pontuacdo (Equacéo 4), onde a energia (E) é igual a soma das energias
ndo-ligadas (Evaw € Ees) € a energia de solvatacdo, essa Ultima subdividida em sua parte eletrostatica

(Epsorv) € ndo-polar (Enpsorv)-

E = Epqw + Ees + Epso + Enpsors Equac;éo 4
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Para cada ligante, 0 nUmero maximo de poses resultantes foram 10. As analises dos
resultados foram realizadas através do programa de visualizagio molecular Pymol,*
considerando os modos de ligacdo que obtiveram melhor pontuacdo para cada ligante e
buscando por modos de ligagdo conservados entre ligantes semelhantes.
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Férmula minima

Massa da férmula minima (g/mol)
Dimensdes do cristal (mm?3)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Z/7’

Temperatura (K)/I (A)

Dimensdes da cela a (A

unitaria b (A)
c(R)
a(®)
B ()
9(°)

Volume da cela unitéaria (A3)
Densidade calculada (g/cm?)
Coeficiente de absorgdo p (mm™)
Intervalo em 6 (°)

Intervalo dos indices h

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
indice de simetria (Rin)
Completeza para 0 max.

F 000

Parémetros refinados
Qualidade do ajuste sobre F?
indice residual para | >2o(1)
indice residual ponderado para todos
o0s dados

Apmax | Apmin (€1A3)

C13H9 N O3
227.22
0,244 x 0,094 x 0,030
Triclinico
P-1
2/1
100(2)/1,5418
4.8309(2)
10.8363(4)
11.0191(4)
64.841(4)
89.551(3)
79.853(3)
512.49(4)
1.472
0.882
4,440 - 79,220
-6ab6
-12a13
-13a14
11103
1938
0.0395
99.8
236
155
1.062
0.0362
0.1007

0,238/-0,321

Tabela 2. Constantes de cela e determinacdo estrutural do composto 42a determinada por
DRXM.



187

Formula minima

Massa da férmula minima (g/mol)
Dimensdes do cristal (mm?3)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Z/7’

Temperatura (K)/I (A)

Dimensdes da cela a(A)

unitaria b (A)
c(A)
a(®)
()
9(°)

Volume da cela unitéaria (A3)
Densidade calculada (g/cm?)
Coeficiente de absor¢do p (mm™)
Intervalo em 6 (°)

Intervalo dos indices h

Reflexdes coletadas
Reflexbes independentes
indice de simetria (Rin)
Completeza para 0 max.

F 000

Parémetros refinados
Qualidade do ajuste sobre F?
indice residual para | >2o(1)
indice residual ponderado para todos
os dados

Apmax | Apmin (e1A3)

C14 H11 N O3
241.24
0,150 x 0,092 x 0,021
Monoclinico
P21/n
4/1
100(2)/1,5418
7.9179(3)
17.8842(4)
8.2537(3)
90
106.660(4)
90
1119.71(7)
1.431
0.840
4,941 — 77,268
-9a9
-19a21
-10a9
10281
2106
0.1117
99.5
504
164
1.101
0.0552
0.1509

0,344 /-0,366

Tabela 3. Constantes de cela e determinacdo estrutural do composto 43a determinada por
DRXM.
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Formula minima

Massa da férmula minima (g/mol)
Dimensdes do cristal (mm?3)
Sistema cristalino

Grupo espacial

Z/7’

Temperatura (K)/I (A)

Dimensdes da cela a(A)

unitaria b (A)
c(A)
a(®)
()
9(°)

Volume da cela unitéaria (A3)
Densidade calculada (g/cm?)
Coeficiente de absor¢do p (mm™)
Intervalo em 6 (°)

Intervalo dos indices h

Reflexdes coletadas
Reflexbes independentes
indice de simetria (Rin)
Completeza para 0 max.

F 000

Parémetros refinados
Qualidade do ajuste sobre F?
indice residual para | >2o(1)
indice residual ponderado para todos
os dados

Apmax | Apmin (e1A3)

C20 H1I5 N O3
317,33
0,217 x 0,109 x 0,042
Monoclinico
P2i/c
4/1
273(2)/1,5418
10.25400(10)
7.84020(10)
19.6671(2)
90
104.1050(10)
90
1533.44(3)
1.375
0.755
4,446 - 76,134
-12a12
-9a9
-18a 24
27872
3141
0.0259
98.1
664
217
1.059
0.0354
0.0908

0,209 /-0,232

Tabela 4. Constantes de cela e determinacdo estrutural do composto 44a determinada por
DRXM.



