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Resumo

RESUMO

A atividade citotoxica frente a células tumorais de derivados do lapachol é reconhecida
pela comunidade cientifica e vem sendo estudada desde o seculo passado. Com vistas a
desenvolver uma estratégia que possa melhorar essa bioatividade, tornando as substancias
citotoxicas para células tumorais e pouco agressivas contra células normais, neste trabalho
foram sintetizadas quinonas 1,2,3-triazolicas inéditas acopladas ao ndcleo organo-selénio.
A sintese destes compostos foi planejada de modo a unir dois centros redox, um capaz de
gerar espécies reativas de oxigénio e outro capaz de utilizar tais espécies em um modo
similar ao realizado pela enzima glutationa peroxidase, porém, sem a especificidade desta
enzima, com resultados deletérios para a célula tumoral. Os compostos foram avaliados
contra seis linhagens de células tumorais (HL-60, HCT-116, PC3, SF295, MDA-MB-435 e
OVCAR-8) e trés linhagens de células normais (V79, L-929 e PBMC). Entre os compostos
testados, diversas moléculas apresentaram alta citotoxicidade frente as linhagens tumorais
testadas (ICso < 2 uM), sendo alguns destes compostos mais ativos e seletivos que a
doxorrubicina (controle positivo) e o0s esperados resultados em células normais,
apresentando bons indices de seletividade. Também foi analisada a capacidade de dois
destes triazdis reagirem com a glutationa reduzida na presenca da espécie reativa de
oxigénio H,0,, em comparacdo ao farmaco ebselen. Os resultados foram positivos,
mostrando que estes compostos sdo capazes de utilizar essa espécie reativa de oxigénio em
reagBes quimicas. Por fim, também foi avaliada a atuagdo da enzima NAD(P)H quinona
oxidoredutase (NQO1) intrinsicamente relacionada com o0 mecanismo de agéo

farmacoldgica de quinonas.

Vi
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Abstract

UFMG

ABSTRACT

Cytotoxic activity of lapachol derivatives against tumor cells is known and has been
studied by the scientific community since the last century. In order to develop a new
strategy to improve this bioactivity, turning these substances more cytotoxic against tumor
cells and less aggressive against normal cells, new 1,2,3-triazolic naphthoquinone
compounds were synthesized, by coupling the naphthoquinone part to organochalcogen
groups. The synthetic procedure was planned to engage a ROS generator group to a ROS
user group that could use this reactive species in a manner similar to that performed by the
enzyme glutathione peroxidase, but without the specificity of this enzyme, leading to
deleterious results for the tumor cell. These compounds were evaluated against six
different cancer cell lines (HL-60, HCT-116, PC3, SF295, MDA-MB-435 ¢ OVCAR-8)
and three normal cell lines (V79, L-929 e PBMC). Most of these compounds showed high
cytotoxicity against cancer cell lines (ICso < 2 uM), some of them even more active than
doxorubicine (positive control) and showed a good selectivity index against normal cell
lines. Also the ability of two of these triazoles to react with glutathione in the presence of
the reactive oxygen species H,O,, compared to medicine drug ebselen was analyzed. The
results were positive, presenting that these compounds are able to use this reactive species
of oxygen in reactions. At the end, the role of NAD(P)H quinone oxidoreductase (NQO1)
was evaluated on these compounds, showing their intrinsic activity in the mecanism of

action of these compounds.

Vi
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Capitulo I — Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Quinonas e lapachol

Quinonas representam uma extensa familia de metabdlitos secundarios de
ocorréncia natural.! Caracterizam-se estruturalmente como substancias a,s-dienonicas
ciclicas, classificadas de acordo com a estrutura do anel aromético correspondente.? Essas
substancias despertam grande interesse farmacologico, devido a suas propriedades de
biooxidacao-reducado e sua capacidade de catalisar processos bioldgicos de transferéncia de

elétrons (Esquema 1).2

Reacgao de
*— Haber Weiss . -
HyO5 + O ——— O, + OH + OH
(0] 0]
NADH + H* .- .-
FADH Q 02 02 Fe+2 Fe+3
O Sy G -
+ O —~—— » "OH + O
NAD FAD (>:<) 2" H0p " roems , 2
PR . de Fenton X
L @re)® v
! : - [Stress oxidativo ]
Geragao de : ' JPiae |
Intermediarios v oo - L
bio-alquilantes Peroxidacao lipidica
Ligacdo covalente Destruigéo de proteinas
com &cidos nucléicos Danificacdo de acidos nucléicos
e proteinas Quebra das fitas do DNA
SOD + Enzima superéxido desmutase; FAD = Enzima flavina

Esquema 1. Processo redox induzido por quinonas (adaptado da Ref. 3).

Neste processo, devido a acdo de alguns cofatores como NADH e FADH; a
quinona seria reduzida pela perda de um elétron para o anion semiquinona. Este anion
pode reagir com oxigénio molecular (O;) reduzindo-o ao anion-radical superoxido (O2°). A
acdo da enzima superoxido dismutase pode dismutar duas espécies deste anion-radical em

oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio (H20;). O peroxido de hidrogénio por sua

1. Monks, T. J.; Hanzlik, R. P.; Cohen, G. M.; Ross, D.; Graham, D. G.; Contemporary Issues in
Toxicology. Toxicol. Appl. Pharmacol. 1992, 112, 2-16.

2. Patai, A.; “The chemistry of the quinoidal compounds”; pp. 347. John Wiley & Sons, London, 1974,

3. Silva, M. N.; Ferreira, V. F.; Souza, M. C. B. V.; Um panorama atual da quimica e da farmacologia de
naftoquinonas, com énfase na S-lapachona e derivados. Quim. Nova. 2003, 26, 407-416.
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vez pode reagir com um metal presente no meio celular, como Fe** ou Cu*, por meio do
processo de Fenton e formar o letal radical hidroxila. O peroxido de hidrogénio também
pode reagir com o superoxido atraves da reacdo de Haber Weiss, originando o mesmo
radical hidroxila.*

Dentre as quinonas, o lapachol (1) vem ganhando destaque gracas a sua gama de
atividades farmacologicas e versatilidade sintética, possibilitando a sintese de derivados
com grande potencial bioativo (Esquema 2).>%"® A primeira sintese do lapachol (1) foi
realizada em 1927 por Fieser, a partir do sal de prata da lausona, reagindo-se com 1-
bromo-3-metil-but-2-eno a 0 °C em éter dietilico (Esquema 3). O rendimento, no entanto,
foi de apenas 5%.°

1. MeCOCI
2. MCPBA
3. HCIO,4
o 0 o , o°
o) 10% KOH/MeOH N
O‘ H,S0, O‘ o HNCH,COOH O‘ Ao
— .
X . N
antitumoral O (e} @) o .
@) A moluscida

Esquema 2. Lapachol (1) e alguns derivados bioativos.

4. Haefeli, R. H.; Erb, M.; Gemperli, A. C.; Robay, D.; Fruh, I. C.; Anklin, C.; Dallmann, R.; Gueven, N.;
NQO1-Dependent redox cycling of idebenone: effects on cellular redox potential and energy levels. PLoS
One 2011, 6, 17963-17975.

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

6. Silva, T. M. S.; Camara, C. A.; Barbosa, T. P.; Soares, A. Z.; Cunha, L. C.; Pinto, A. C.; Vargas, M. D;
Molluscicidal activity of synthetic lapachol amino and hydrogenated derivatives. Bioorg. Med. Chem. 2005,
13, 193-196.

7. Fiorito, S.; Epifano, F.; Bruyere, C.; Mathieu, V.; Kiss, R.; Genovese, S.; Growth inhibitory activity for
cancer cell lines of lapachol and its natural and semi-synthetic derivatives. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2014,
24, 454-457.

8. Sacau, E. P.; Estévez-Braun, A.; Ravelo, A. G.; Ferro, E. A.; Tokuda, H.; Mukainaka, T.; Nishino, H.;
Inhibitory effects of lapachol derivatives on Epstein-Barr virus activation. Bioorg. Med. Chem. 2003, 11,
483-488.

9. Fieser, L. F.; The alkylation of hydroxynaphthoquinone. Ill. A synthesis of lapachol. J. Am. Chem. Soc.
1927, 49, 857-864.
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(0] o (0] O
- +
O Ag /\)\ OH O OH
0°C, Et,0
6 O ’ M O 5% © O 3% @ O 7%

L J

Esquema 3. Sintese de Fieser para o lapachol (1).

O lapachol (1) é uma substancia de ocorréncia natural, extraida do cerne de arvores
principalmente da familia Bignoniaceae, podendo ser encontrada em outras familias como
Verbenaceae, Proteaceae, Leguminosae, Sapotaceae, Scrophulariaceae e Malvaceae.™ Foi
isolado por Patern6, em 1882 e teve sua estrutura determinada por Hooker em 1892.*

A f-lapachona (2) merece destaque dentre os derivados do lapachol; devido a sua
atividade antitumoral encontra-se atualmente em fase 11l de estudos clinicos em associacdo
com o Taxol.**** E encontrada também no cerne de Bignoneaceas, em quantidade muito
menor que o lapachol (1), mas podendo ser facilmente sintetizada a partir deste em reacéao

com &cido sulfarico.!
1.2. Stress oxidativo

No ambiente celular encontra-se normalmente equilibrio entre espécies proé-
oxidantes (Tabela 1) e espécies antioxidantes. Ao desbalanco em favor das espécies
oxidantes, d4-se 0 nome de stress oxidativo.** Varias doencas, entre elas diferentes tipos de
cancer, possuem a caracteristica de suas células estarem em condi¢do de stress oxidativo.
Dentre os pro-oxidantes destacam-se as espécies reativas de oxigénio (EROSs), espécies

reativas de nitrogénio (ERNSs) e fons metalicos livres.'®

10. Hussain, H.; Krohn, K.; Ahmad, V. U.; Miana, G. A.; Green, I. R.; Lapachol: an overview. Arkivoc 2007,
2,145-171.

11. Hooker, S. C.; The constitution of “lapachic acid” (Lapachol). J. Chem. Soc. 1892, 61, 611-650.

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

13. D’Anneo, A.; Augello, G.; Santulli, A.; Giuliano, M.; Di Fiore, R.; Messina, C.; Tesoriere, G.; Vento, R,;
Paclitaxel and beta-lapachone synergistically induce apoptosis in human retinoblastoma Y79 cells by
downregulating the levels of phospho-akt. J. Cell. Physiol. 2010, 222, 433-443.

14. Halliwell, B.; Biochemistry of oxidative stress. Biochem. Soc. Trans. 2007, 35, 1147-1150.

15. 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.
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Tabela 1. Algumas espécies reativas de oxigénio importantes no stress oxidativo

(adaptado da referéncia 14)

Espécies reativas de oxigénio

Espécie Notas

Estado de redugdo com ganho de 1
elétron. Formado em muitas reagdes de

O,", anion superoxido o . i
2 P auto-oxidacao (e.g. flavoproteinas, ciclo

redox).
HO,, radical peridroxi Forma protonada do O, mais
lipossoluvel.
Estado de reducdo com ganho de 2
H,O,, peroxido de hidrogénio elétrons, formado a partir de O, (HO3)

por dismutacdo ou diretamente a partir O,

Estado de redugdo com ganho de 3
elétrons, formado por reacdo de Fenton,
reacdo de Haber-Weiss catalisada por
metal (ferro). Altamente reativo.

(HO), radical hidroxila

. , . Radical organico com oxigénio central
RO, radical alcoxi 9 g

(e.g. lipidio).
Formalmente originado a partir de
ROOQO;, radical perdxi hidroperdxidos organicos (e.g. lipidio),

ROOH, por abstracdo de hidrogénio.

Hidroperoxido organico (e.g. lipidio-

ROOH timina-OOH).
Oxigénio molecular simpleto, primeiro
10, estado excitado, 22 kcal/mol acima do
estado padrao (tripleto) %0,.
R=0 (R=0») Carbonila excitada (e.g. formada via

dioxetano como intermediério).

A formacdo de espécies reativas de oxigénio é um atributo da vida aerébica normal,
de forma que o desenvolvimento celular em ambiente contendo oxigénio ndo seria possivel
sem a presenca de um sistema defensivo que conta com poderosas enzimas, bem como

componentes ndo-enzimaticos antioxidantes (Tabela 2).*°
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Tabela 2. Defesa antioxidante em sistemas bioldgicos (adaptado da referéncia 14)

Antioxidantes

Sistema

Notas

Nao-enzimatico

a-Tocoferol (vitamina E).

Antioxidante natural proveniente de
vegetais folhosos, leguminosas, 6leos
vegetais e gréos integrais.

Acido ascorbico (vitamina C)

Antioxidante natural proveniente de frutas
citricas, pimentdo, tomate e batata

Glutationa (GSH)

Cofator da glutationa peroxidase.

Flavondides

Antioxidantes provenientes de plantas
(rutina, quercetina, etc.).

Quimicos

Aditivos alimentares, e.g. BHA
(hidroxianisol butilado) e BHT
(hidroxitolueno butilado);
compostos tiol (precursores da GSH);
mimicos de enzimas (e.g. ebselen,
CuDIPS).

[-Caroteno

Extintor de oxigénio simpleto.
Proveniente de carnes, derivados do leite,
frutas e legumes.

Acido Urico

Extintor de oxigénio simpleto, captador de
radicais.

Proteinas do plasma

Ceruloplasmina.

Enzimatico

Superdxido dismutases

Enzima CuZn, enzima Mn.

GSH peroxidases

Seleno-enzima, ndo-seleno-enzima:
algumas GSH S-transferases, e.g.
isoenzima B e AA, citosol e matriz
mitocondrial.

Heme enzima; predominantemente na

Catalase ] :
matriz peroxisomal.
Enzima auxiliar
NADPH - quinona oxidoredutase (DT- Reducdo de dois elétrons, sensivel ao
diaforase) dicumarol.

Epoxido hidrolase

Enzimas de conjugagéo

UDP-glucuronil-transferase
sulfonil-transferase
GSH S-transferases

GSSG redutase

Cofator da glutationa peroxidase

Fornecimento de NADPH

Glucose-6-fosfato desidrogenase, 6-fosfo-
gluconato dehidrogenase, isocitrato
desidrogenase, enzyme malica, energy-
linked transhydrogenase.

16. Sies, H.; Oxidative stress: from basic research to clinical application. Am. J. Med. 1991, 91, 31S-38S.
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Exportacdo de GSSG, exportacdo de

Sistemas de transporte i
conjugados.

A enzima superdxido dismutase (SOD) promove a dismutacdo do superoxido (O;)
em H,O, e O, As glutationas peroxidases (GPx) sdo selenoproteinas que utilizam
glutationa (GSH) (Figura 1) como cofator para catalisar a reducdo de hidroperdxidos,
transformando GSH em GSSG e H,0, em H,0 ou outros peréxidos em alcoois. A catalase

atua na transformacao de H,0, em H,0 e 0,.

SH
0 H
HOOC\/\)J\NJ;(N\/COOH
NH, H o

(8)

Figura 1. Glutationa

A condicdo de stress oxidativo pode desencadear certas respostas no ambiente
celular, tais como senescéncia, necrose e apoptose,™® sendo esta Gltima o mecanismo de
morte programada da célula. E um mecanismo natural e necesséario de defesa do corpo,
sendo que cerca de 10 bilhdes de células morrem em um dia normal através deste processo,
para que outras tantas novas possam surgir.*®

A apoptose pode ser ativada por uma variedade de sinais, desde a auséncia de fator
do crescimento ou horménio a uma interacdo ligante-receptor positiva a agentes lesivos

especificos.?
1.3 Stress oxidativo na terapéutica do cancer
Valendo-se da condicdo de stress oxidativo existente em células tumorais, novos

farmacos sdo planejados para ter como alvo este ambiente (Figura 2). Com farmacos

geradores de EROs espera-se atingir o limiar apoptotico das células tumorais (situacédo B

17. Mugesh, G.; du Mont, W.; Sies, H.; Chemistry of biologically important synthetic organoselenium
compounds. Chem. Rev. 2001, 101, 2125-2179.

18. Halliwell, B.; Biochemistry of oxidative stress. Biochem. Soc. Trans. 2007, 35, 1147-1150.

19. Heemels, M. T.; Apoptosis. Nature. 2000, 407, 769.
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na Figura 2), de forma seletiva, sem causar maiores danos as células normais (situacdo A
na Figura 2). Outra estratégia consiste em inibir os sistemas antioxidantes de atuarem,
permitindo que a concentracdo de EROs aumente até o limite apoptotico (situacdo C na
Figura 2). Também é possivel a sintese de farmacos capazes de reagir com espécies
reativas de oxigénio menos agressivas, pré-existentes, formando espécies mais deletérias,
como o radical hidroxila OH" (situacdo D na Figura 2). Ha ainda a sintese de compostos
que facilitam a acdo das espécies reativas ao levar a apoptose, como a peroxidacéo lipidica
das membranas e modificacdo oxidativa das proteinas (situacdo E na Figura 2). Nessas
duas Gltimas situacfes, 0s compostos serdo usuarios de EROs, pois utilizam as espécies

reativas existentes no meio celular.'*

Stress Oxidativo

Figura 2. Estratégias para a sintese de novas drogas antitumorais (adaptado da ref.
14)

Baseado nessas estratégias, Mandy Doering e colaboradores sintetizaram moléculas
“multi target” (Esquema 4) geradoras/usuérias de EROs, com um nucleo naftoquinoidal
capaz de gerar espécies reativas e um nucleo calcogénio capaz de utilizar tais espécies para
facilitar o processo apoptético, baseando na ndo-especificidade que estes compostos
possuem, quando comparados a enzima responsavel por reagir com essas espécies reativas.

Tais compostos apresentaram promissora atividade citotoxica.?

20. Cotran, R. S.; Kumar, V.; Collins, T. Robbins Pathologic Basis of Disease. Philadelphia: W. B. Saunders
Company; 6. ed.; 1999. p. 1251.

21. Doering, M.; Ba, L. A.; Lilienthal, N.; Nicco, C.; Scherer, C.; Abbas, M.; Zada, A. A. P.; Coriat, R.;
Burkholz, T.; Wessjohann, L.; Diederich, M.; Batteux, F.; Herling, M.; Jacob, C.; Synthesis and selective
anticancer activity of organochalcogen based redox catalysts. J. Med. Chem. 2010, 53, 6954-6963.
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OH O
COC ©
. - OH O
Se\S NaBH, Se Na OH O Se
e »
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) (10) OH O (11)27%

Esquema 4. Sintese de um composto gerador/usuério de EROs.

O selénio é um elemento de interesse para a sintese de compostos visando
mimetizar a atividade da glutationa peroxidase.??> As glutationas peroxidases (GPXx),
constituem um grupo de 5 selenoenzimas a saber:'® %

- cGPx (GPx citosdlico, da sigla em inglés cytosolic GPx), a qual utiliza apenas
GSH como substrato, reduzindo H,0, e alguns hidroperdxidos organicos.

- PHGPx (Fosfolipidio Hidroperéxido GPx, da sigla em inglés Phospholipid
Hydroperoxide GPx), também utiliza GSH como substrato, porém, sua abrangéncia em
hidroperoxidos organicos € maior, sendo ativa em todos os fosfolipidios hidroperoxidos
organicos e todos os hidroperdxidos de acidos graxos.

- pGPx (plasma GPx), aproximadamente 10 vezes menos ativa que a cGPX e, ao
contrario desta, GSH ndo € um bom substrato para causar reducdo em hidroperdxidos,
sendo pouco provavel que este seja o cofator desta enzima.

- giGPx (Gastrointestinal GPx).

- Olfactory epithelic-specific GPx ( GPx do epitélio olfativo).

Como citado anteriormente, estas enzimas reduzem hidroperdxidos a agua ou
alcoois, oxidando a glutationa, seu cofator, geralmente glutationa (GSH). (Esquema 5). O
residuo selenocisteina selenol (E-SeH) reduz o perdxido de hidrogénio a agua (ou peroxido
organico a alcool), sendo oxidado a acido selenénico (E-SeOH). Reagindo com glutationa
(GSH) déa origem ao sulfeto de selenila (E-SeSG) e uma molécula de agua. O sulfeto de
selenila reage com uma molécula de glutationa (GSH) gerando a glutationa oxidada

(GSSG) e regenerando o selenol (E-SeH). Em altas concentraces de perdxido, o acido

22. Antony, S.; Bayse, C. A.; Modeling the mechanism of the glutathione peroxidase mimic Ebselen. Inorg.
Chem. 2011, 50, 12075-12084.
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selenénico pode reagir com mais uma molécula de perdxido e originar o &cido seleninico
(E-SeO,H), que reage com 3 moléculas da glutationa para formar duas moléculas de agua e
glutationa oxidada (GSSG), gerando o sulfeto de selenila (E-SeSG) que da continuidade ao

ciclo supraexplicitado.*

H,0 H20,
H,O
(E-SeOH)
H,0, 0
GP
X NJ&
(E-SeH) H
0 SeOH o (E-SeOzH)
GPX%N’P GSH GPx fLNy
H
H
SeH SeOH
0 HZO 1 e
GPx NJJ\
GSSG H
(E-SeSG)
3GSH
2H,0 + GSSG

Esquema 5. Ciclo de atividade da glutationa peroxidase (GPx).

O farmaco ebselen (12) (Figura 3) foi o primeiro composto conhecido de selénio

com atividade mimética da GPx e toxicidade minima.?®

(12)

Figura 3. Ebselen.

23. Baek, I. J.; Yon, J. M.; Lee, S. R.; Kim, M. R.; Hong, J. T.; Lee, B. J.; Yun, Y. W.; Nam, S. |;
Differential expression of gastrointestinal glutathione peroxidase (GI-GPx) gene during mouse
organogenesis. Anat. Histol. Embryol. 2011, 40, 210-218.

24. Sarma, B. K.; Mugesh, G.; Antioxidant activity of the anti-inflammatory compound Ebselen: A reversible
cyclization pathway via selenenic and seleninic acid intermediates. Chem. Eur. J. 2008, 14, 10603-10614.

25. Balkrishna, S. J.; Bhakuni, B. S.; Chopra, D.; Kumar, S.; Cu-Catalyzed efficient synthetic methodology
for ebselen and related Se-N heterocycles. Org. Lett. 2010, 12, 5394-5397.
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Este composto possui destacada atividade antioxidante, utilizando GSH como
substrato para tal (de forma analoga & GPx). Embora haja varios mecanismos tentando
elucidar sua atividade, as informacdes conhecidas apontam para um mecanismo muito

préximo ao da GPx (Esquema 6).%°

H,O o
© o 2
H,0, N,Ph
H
(B) SeOH
Q o o (12)
N~ GSH
H N-Ph
SeH Se

(A) o

H,O
.Ph
N
GSSG H
GSH SeSG
GSH

Esquema 6. Mecanismo proposto para a atividade mimica da GPx apresentada pelo
ebselen (12) (adaptado da ref. 23).

De forma analoga a apresentada pela GPx, o ebselen reagiria com a GSH formando
um sulfeto de selenila (A). Essa espécie reage com outra molécula de GSH, oxidando-a a
glutationa oxidada (GSSG) e dando origem a B. Este por sua vez reage com um perédxido
organico, reduzindo-o e formando a espécie de selénio oxidada (C). Este pode reagir com
uma molécula de GSH gerando agua e formando novamente a espécie A, que continua o
ciclo. A espécie C também pode sofrer uma condensacéo, regenerando 0 composto ebselen
(12).

10
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1.4 Quimica Click

O anel 1,2,3-triazolico € um ndcleo de grande interesse sintético pois oferece uma
maneira pratica para se unir dois compostos, bastando para tal a presenca de uma azida e
um alquino (Esquema 7). A reacdo é eficiente e rapida, além de economicamente atrativa,
requerendo geralmente um catalisador de cobre usual como CuSO,.5H,0 (neste caso, é
necessaria a presenca de um agente redutor como ascorbato de sodio) e solventes comuns.
Do ponto de vista ambiental também é vantajosa, pois oferece a possibilidade de usar agua
como co-solvente e costuma dispensar métodos cromatograficos para isolar o produto.
Gracas a essas caracteristicas, a reacdo de formacdo do anel 1,2,3-triazélico, conhecida
como CUAAC (da sigla em inglés para Cu(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition) é tida
como a reacdo modelo de uma quimica conhecida como Quimica Click (Click
Chemistry).?

R2

N

Cu(l) N

R—== + R,~N; ———> )I,/N
N

Esquema 7. Reacdo de formacdo do anel 1,2,3-triaz6lico.

O conceito da Quimica Click foi criado por Barry K. Sharpless e é utilizado para
descrever reagOes termodinamicamente favorecidas, de realizagdo simples e alta
aplicabilidade. Para se encaixar nessa definicdo a reacdo deve ser modular,
estereoespecifica (mas ndo necessariamente enantiosseletiva), possuir amplo escopo, alto
rendimento, gerar subprodutos inofensivos e que sejam removidos preferencialmente sem
0 uso de técnicas cromatogréficas; as condicGes necessarias devem ser simples (o ideal €
que ndo seja sensivel a agua ou oxigénio) e os materiais de partida e reagentes devem ser

de facil acesso, dispensar o uso de solvente ou utilizar solventes ecologicamente menos

26. Schulze, B.; Schubert, U. S.; Beyond click chemistry — supramolecular interactions of 1,2,3-triazoles.
Chem. Soc. Rev. 2014, 43, 2522-2571.

11
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agressivos (como a agua) ou ainda que sejam de facil remocdo, além de facil purificagdo
do produto desejado.”’

Além da reacdo CUAAC, outros exemplos que se encaixam no conceito de Quimica
Click incluem a reacdo de Diels-Alder e a reacdo de SUFEXx (da sigla em inglés para Sulfur
(V1) Fluoride Exchange).?®

1.5 O anel 1,2,3-triazdlico

O anel 1,2,3-triaz6lico é um heterociclo obtido exclusivamente por sintese.?®
Huisgen, em 1967, descreveu sua sintese através da cicloadicdo 1,3-dipolar entre um
alquino e uma azida, realizada sob refluxo de tolueno, em uma reacdo que demandava
varias horas, conhecida como cicloadicdo de Huisgen. Esse procedimento apresentava a
desvantagem de ndo ser estereoespecifico, gerando uma mistura do produto substituido nas
posicdes 1,4 no anel assim como o triazol substituido nas posi¢des 1,5, em uma proporcao

proxima de 1:1 (Esquema 8).%% 3
1 Re 1 Ro
A N, Rix N
R—= + RyN; o= N + °[ N
tolueno N ¢
R{4 N

Esquema 8. Cicloadicdo de Huisgen.

Meldal e colaboradores adaptaram a cicloadicdo de Huisgen e foram os primeiros a
publicar a formacéo seletiva do triazol 1,4, através da adicdo de quantidades cataliticas de

um sal de cobre (I) no meio reacional. O anel triazolico foi utilizado como um elemento

27. Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, B. K.; Click Chemistry: diverse chemical function from a few good
reactions. Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 2004-2021.

28. Dong, J.; Krasnova, L.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B.; Sulfur(\VI) fluoride exchange (SUFEX): another
good reaction for Click Chemistry. Angew. Chem. Int. Ed. 2014, 53, 2-21.

29. Freitas, L. B. O.; Ruela, F. A.; Pereira, G. R.; Alves, R. B.; Freitas, R. P.; A rea¢do “click” na sintese de
1,2,3-triazdis: aspectos quimicos e aplicagbes. Quim. Nova 2011, 34, 1791-1804.

30. 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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para ligar duas cadeias peptidicas ou uma cadeia peptidica a uma cadeia carbénica
(Esquema 9), fornecendo altos rendimentos e pureza. A reagdo foi realizada em N-

etildiisopropilamina, em temperatura ambiente, com Cul como catalisador.*®

+ _
R-N=N=N

cy—=—(Fopicin )~ Q)

N=N

Peptideo —N___ Peptideo | ou [ Peptideo

Esquema 9. Cicloadicdo 1,3-dipolar realizada por Meldal.

Sharpless, Fokin e colaboradores estudaram profundamente esta reagdo e
verificaram que CuSO45H,0 é um excelente agente catalitico para tal, pois é
economicamente interessante, de facil acesso e pode ser prontamente reduzido para Cu(l)
in situ com ascorbato de s6dio.”> O mecanismo foi revisado ao longo dos anos e publicado
em 2013 uma atualizacdo indicando a participacdo de duas espécies de cobre na formacéo
do triazol. Como apresentado no Esquema 10, 0 mecanismo inicia-se com a coordenacgédo
(a) de um atomo de cobre ao alquino. Ocorre a formacdo do acetileto de cobre (b), o qual
entdo coordena a azida (c). O proximo passo é o ataque nucleofilico do nitrogénio da azida
ao carbono B do acetileto que forma a primeira ligacdo covalente C-N (d), que rearranja
para a estrutura (e), a qual, por fim, sofre uma eliminacdo redutiva levando ao triazol e

regenerando o catalisador.®®

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

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

33. 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.
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Este mecanismo foi proposto baseado em estudos com is6topos marcados de cobre
e, posteriormente, houve confirmagdo dos intermedidrios acompanhando a reacdo com

espectometria de massas com ionizagéo por electrospray.®*

Ry
RN, N R,
N\
[Cu] R, [CuP® H
R—N_ _N
N
[Cup ©) [Gur*
R—=——H
(a)
Ro
NN [Cu®
N (el
§ (d) - [Cup®
R—=—I[Cu[?
Ry ()
A
N.\ [culP /
R—=[CuP®
(c)

Esquema 10. Mecanismo de formacéo do anel 1,2,3-triazélico com substituicdo 1,4
(adaptado da ref. 32).

A regioquimica pode ser alterada para formar o produto com substituicdo 1,5,
utilizando certos catalisadores de Ruténio, como [Ru(Cp*)CI] (Cp* =

pentametilciclopentadienila).*®

34. lacobucci, C.; Reale, S.; Gal, J. F.; De Angelis, F.; Dinuclear copper intermediates in copper(l)-catalyzed
azide-alkyne cycloaddition directly observed by electrospray ionization mass spectrometry. Angew. Chem.
Int. Ed. 2015, 54, 3065-3068.

35. Zhang, L.; Chen, X.; Xue, P.; Sun, H. H. Y.; Williams, 1. D.; Sharpless, K. B.; Fokin, V. V.; Jia, G,;
Ruthenium-catalyzed cycloaddition of alkynes and organic azides. J. Am. Chem. Soc. 2005, 127, 15998-
15999.
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1.6 O anel 1,2,3-triaz6lico na quimica medicinal

Devido a sua sintese préatica e robusta, o anel 1,2,3-triazolico é muito utilizado
como um elemento de ligacdo para diferentes nucleos. Este elemento de ligacdo possui
caracteristicas que podem ser de interesse na sintese de novos farmacos, uma vez que este
heterociclo é muito estavel a degradacdo metabdlica e quimica e, sua baixa basicidade faz
com que néo seja protonado em pH fisiolégico.

Além disso, de acordo com Hou e colaboradores, o anel 1,2,3-triazélico & um
bioiséstero ndo-classico do grupo amido (Figura 4). As similaridades entre os grupos
podem ser vistas na distancia entre os substituintes, momento dipolar préximo (4 Debye
para a amida e 5 Debye para o triazol), capacidade de aceitar ligacGes de hidrogénio, além
do que a polarizacéo da ligacdo C-H no triazol permite que esse hidrogénio esteja apto a

fazer ligacdes de hidrogénio. Além disso, o triazol é mais estavel & hidrélise.*

Doador de ligagio de / Elis tgn e hB
hidrogénio Doador de ligagio de S T
H hidrogénio 74
B
\\ /
—\
/ \
A—N N

Nt
N \
Aceptor de ligagdo

¥ de hidrogénio
=39

Dist
Aceptor de ligagio
de hidrogénio

Aceptor de ligagio
de hidrogénio

Figura 4. Como o 1,2,3-triazol atua como um bioiséstero ndo-classico da amida (adaptado
daref. 35).

36. Hou, J.; Liu, X.; Shen, J.; Zhao, G.; Wang, P. G.; The impact of click chemistry in medicinal chemistry.
Expert Opin. Drug Discov. 2012, 7, 489-501.
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Valendo-se destas caracteristicas, Kim e colaboradores promoveram a modificacdo
de ceramidas (Figura 5), realizando a troca bioisostérica do grupo amido pelo anel

triazélico, com o objetivo de impedir a hidrélise.*’

(0]

J\/\/CmHzg
HN

HO\/Y\/C13H27

(13) OH

Figura 5. Ceramida C-2.

Os compostos obtidos foram testados quanto a sua atividade citotdxica e alguns

analogos foram mais ativos que a ceramida C-2 (Esquema 11).%

R
N
N/ ‘§ 15a (R = -(CH,),CHs)
N; OH "N~ OH 15b (R = -(CH,)3CH3)
A a L 15¢ (R = -(CH,)sCH
MO A Oty —— HOS A Cratter 156 (R = (CHoCH
15e (R = -(CH,),3CH
(14) ©H (15) OH (R =-(CHp)23CH)
R
Y
N N, Y 17a (R = -(CH,),CHs)

' . » 17b (R = -(CH,);CH
HO\/Y\/CmHz? — HO\/Y\VC”HZ? 17¢ ((R = '((CHSZCH;)
I ary O 17d (R = -(CH,);,CH3)

(16) 17e (R = -(CH2)23CH3)

a = 1.5 equiv HC=CR ,CuSQ,, Na-ascorbato,
t-BuOH/H,0 (1:1), 3-12 h, 85-95%

Esquema 11. Sintese de compostos citotoxicos por troca bioisdsterica de amidas por
triazbis (adaptado da ref. 36).

As propriedades do anel 1,2,3-triaz6lico como solubilidade em agua, estabilidade

em condi¢Oes biologicas tipicas e rigidez, tornam-no um nucleo interessante para ligar uma

37. Kim, S.; Cho, M,; Lee, T.; Lee, S.; Min, h. Y.; Lee, S. K.; Design, synthesis, and preliminary biological
evaluation of a novel triazole analogue of ceramide. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17, 4584-4587.
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molécula bioativa a um grupo luminescente.*® Da Cruz e colaboradores utilizaram este
artificio para unir uma naftoquinona, citotoxica, a um grupo benzotiadiazola, luminescente
(Esquema 12). Embora o produto final ndo tenha sido luminescente, foi obtida a fenazina
deste composto que se mostrou uma promissora sonda fluorescente para regido

perinuclear.®

7
‘e
o — CuS0,.5H,0
+ = NH Asc. de sédio
—_— >
Ns 7\ CH,Cl,/H,0
N N 2%127112

(19) 87

Esquema 12. Sintese de composto bioativo acoplado a um fluoréforo via anel 1,2,3-
triazdlico.

Explorando as possibilidades de hibridizacdo molecular, da Silva Junior e
colaboradores sintetizaram derivados 1,2,3-triazolicos do lapachol com notavel atividade

tripanocida e boa seletividade (Esquema 13).*

38. da Cruz, E. H. G.; Carvalho, P. H. P. R.; Correa, J. R.; Silva, D. A. C.; Diogo, E. B. T.; Souza Filho, J.
D.; Cavalcanti, B. C.; Pessoa, C.; Oliveira, H. C. B.; Guido, B. C.; Silva Filho, D. A.; Neto, B. A. D.; da
Silva Junior, E. N.; Design, synthesis and application of fluorescent 2,1,3-benzothiadiazole-triazole-linked
biologically active lapachone derivatives. New J. Chem. 2014, 38, 2569-2580.

39. da Silva Janior, E. N.; Melo, I. M. M.; Diogo, E. B. T.; Costa, V. A.; Souza Filho, J. D.; Valenca, W. O;
Camara, C. A.; Oliveira, R. N.; Araujo, A. S.; Emery, F. S.; Santos, M. R.; Simone, C. A.; Menna-Barreto, R.
F. S.; Castro, S. L.; On the search for potential anti-Trypanosoma cruzidrugs: Synthesis and biological
evaluation of 2-hydroxy-3-methylamino and 1,2,3-triazolic naphthoquinoidal compounds obtained by click
chemistry reactions. Eur. J. Med. Chem. 2012, 52, 304-312.
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(0]
O‘ OH 4 etapas
—_——
AN
(0]
1
CUSO4.5H20
Asc. de sédio
& CH,CI,/H,0

21a (R = F) 78%
21b (R = Br) 80%
21c (R = NO,) 77%
21d (R = OMe) 80%
21e (R = CHj) 85%

Esquema 13. Sintese de derivados 1,2,3-triazélicos do lapachol.

Aliando técnicas de hibridizacdo molecular, bioisosterismo e algumas estratégias de
obtengdo de compostos com atividade antitumoral por meio da perturbacdo do ambiente
redox intracelular, é possivel sintetizar moléculas com potencial citotéxico a partir de
derivados do lapachol, unindo um centro redox quinoidal e um nucleo calcogénio capaz de

mimetizar enzimas envolvidas no processo de stress oxidativo.
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2. OBJETIVOS

Com o objetivo de perturbar o sistema redox de células tumorais, uma estratégia
“multitarget” para criar farmacos mais efetivos e seletivos contra neoplasias foi
recentemente desenvolvida.'® Essa estratégia leva em consideracdo a acdo da enzima GPx,
que reage com as espécies reativas de oxigénio, reduzindo-as, as expensas de glutationa.
Foram planejados compostos com dois centros redox, capazes de gerar espécies reativas de
oxigénio em um destes centros e utilizar estas mesmas espécies em seu outro centro, em
reacOes redox no meio intracelular. Esses novos compostos, por sua vez, nao teriam a
especificidade da enzima GPx e poderiam reagir com diferentes substratos contendo
calcogénio (responsavel pela funcdo da glutationa), o que teria efeito letal para a célula,
funcionando como catalisadores do processo de stress oxidativo. Esta atividade, no
entanto, ndo é totalmente clara, sendo possivel que outro mecanismo esteja envolvido na
citotoxicidade destes compostos.

Com esse estratagema como inspiracdo, e conhecendo o potencial de geracdo de
EROs das naftoquinonas da familia do lapachol, foram planejados 24 compostos

naftoquinoidais acoplados a uma porc¢ao organosselénio por meio do anel 1,2,3-triaz6lico

(Esquema 14).
Gerador de
EROs N ePh
NP
Modificacdo _ N
Q do anel C Usuario de
@ EROs

Sistema com conhecida
atividade antitumoral

Esquema 14. Estratégia para desenhar novos compostos com atividade citotdxica

antitumoral.

A fim de variar a gama de compostos, foi planejada uma familia de moléculas

envolvendo diferentes grupos naftoquinoidais, bem como diferentes grupos
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organosselénio. O acoplamento da porcdo naftoquinoidal a por¢do organosselénio sera
realizado via formacao do anel 1,2,3-triaz6lico.**

41. Hawker, C. J.; Fokin, M. G.; Finn, M. G.; Sharpless, K. B.; Bringing efficiency to materials synthesis: the
philosophy of click chemistry. Aust. J. Chem. 2007, 60 381-383.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Sintese dos compostos naftoquinoidais acoplados a uma porg¢édo organo-selénio via

anel 1,2,3-triazolico.

Visando a sintese de compostos com potencial atividade antitumoral, por meio da
perturbacdo do ambiente redox intracelular,** foram planejadas moléculas compostas por
um nucleo naftoquinoidal derivado do lapachol (1) e da lausona (4) e um nucleo capaz de
mimetizar a atividade da enzima GPx, unidos por meio do anel 1,2,3-triazolico. Para
realizar este acoplamento, foram planejados compostos naftoquinoidais com uma porg¢ao

alquino e azida e também compostos organo-selénio com terminac6es alquino e azida.

3.1.1. Sintese dos intermediarios naftoquinoidais.

Foram planejadas naftoquinonas contendo alquino terminal e azida, para o
acoplamento via quimica “click”, sendo 8 derivados do lapachol (1), 4 derivados da
lausona (4) e 3 derivados da 1,4-naftoquinona (41).

Inicialmente, serd discutida a sintese de todos os intermediarios utilizados na
preparacdo dos compostos contendo selénio. Para a sintese dos intermediarios derivados da
a-lapachona (22), obteve-se a mesma a partir da ciclizacdo do lapachol (1) com é&cido
cloridrico e acido acético, reacdo descrita por Hooker.*> A partir deste derivado, foram
obtidos dois intermediarios “clicaveis”, um com alquino terminal e o0 outro com azida. Para
tal foi realizada a bromacdo da a-lapachona (22) com NBS seguido da reacdo de
substituicdo, ou com azida de sédio, ou com 3-etinilanilina, obtendo-se os derivados 24 e
25 (Esquema 18).

44, Lilienthal, N.; Prinz, C.; Peer-Zada, A.; Doering, M.; Ba, L. A.; Hallek, M.; Jacob, C.; Herling, M.;
Targeting the disturbed redox equilibrium in chronic lymphocytic leukemia by novel reactive oxygen
species-catalytic ‘sensor/effector’ compounds. Leuk Lymphoma 2011, 52, 1407-1411.

45. Hooker, S. C.; The constitution of “lapachic acid” (Lapachol) and its derivatives. J. Chem. Soc., Trans.
1892, 61, 611-650.
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Esquema 15. Derivados obtidos a partir da a-lapachona (22).

rimeira etapa, uma ciclizagdo em meio acido, inicia com a protonacdo da
la da cadeia lateral do lapachol (1), formando um carbocation terciario, o qual é

o par de elétrons da hidroxila formando um anel de seis membros. Por fim,

ocorre a desprotonacéo do ion oxdnio, formando-se a a-lapachona (22) (Esquema 16).

O

(0]
OH +
CLIC O (0
\ _—

M o

)

o

-

0}
<

(0]

+O—I

(22)

A a-

Esquema 16. Mecanismo para a formagao da a-lapachona (70).

lapachona (22) obtida com rendimento quantitativo e identificada pela sua

coloracdo amarela, em uma tonalidade diferente do lapachol (1). O espectro de RMN de *H

(vide apénd
tripletos (o

hidrogénios

ice) é muito caracteristico para este composto e seus derivados. Nota-se dois
2,62 e 0 1,83) com integracdo de dois 4tomos hidrogénio cada, devido aos

metilénicos do anel C. Um sinal simpleto (6 1,44) com integracdo seis,
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referente aos hidrogénios das metilas. Além disso, dois multipletos, com integracdo de 2
hidrogénios cada, sdo vistos na regido dos aromaticos.

A etapa seguinte € uma bromacao, realizada com NBS e perdxido de benzoila como
iniciador. O mecanismo sugerido ocorre via formacdo de radicais, como mostrado no
Esquema 20. Nesta proposta a reacdo inicia com a quebra homolitica da ligacdo O-O do
peroxido de benzoila. O radical formado decompde-se liberando dioxido de carbono e
formando o radical fendxi. Este, por sua vez, abstrai um proton do anel C da a-lapachona
(22), de forma a criar um radical alilico, o qual ira reagir com o bromo formado pela NBS,
levando ao produto de interesse e liberando uma espécie de bromo radicalar que dara

sequéncia a reacdo em cadeia.

( o (\
I e =
O

o}
X e O CLof
Br Br O Br

(23)

C J

Esquema 17. Proposta mecanistica para a formacao da a-lapachona bromada (23).

O fim da reacdo foi monitorado por CCD e o produto € instavel, logo, assim que
obtido é filtrado para retirada de succinimida e excesso de NBS, evaporado e utilizado em
uma nova reacdo de substituicdo. Para obter o derivado com azida (24),*° é utilizada azida
de sodio em diclorometano. Trata-se de uma reacdo de substituicdo que ocorre com auxilio

do par de elétrons do oxigénio (Esquema 18).

46. Guimaraes, T. T.; Pinto, M. C. F. R.; Lanza, J. S.; Melo, M. N.; Monte-Neto, R. L.; Melo, I. M. M.;
Diogo, E. B. T.; Ferreira, V. F.; Camara, C. A.; Valenga, W. O.; Oliveira, R. N.; Frézard, F.; da Silva Junior,
E. N.; Potent naphthoquinones against antimony-sensitive and —resistant Leishmania parasites: Synthesis of
novel a- and nor-a-lapachone based 1,2,3-triazoles by copper-catalyzed azide e alkyne cycloaddition. Eur. J.
Med. Chem. 2013, 63, 523-530.
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Esquema 18. Mecanismo para a formagéo da azido-a-lapachona (24).

Finda a reacdo, € necessaria a purificacdo em coluna cromatogréafica para retirar a
a-lapachona (22) e alguns subprodutos da reacdo com NBS. O sucesso da reacdo pode ser
percebido por meio do espectro de infravermelho, com a presenca de uma banda
caracteristica de azida em 2107 cm™, devido & deformacdo axial das duplas ligagbes
N=N=N.

Para o derivado inédito com alquino terminal (25), a a-lapachona bromada (23) foi
submetida a reagdo com 3-etinilanilina, em diclorometano, em uma reacdo de substituicdo

semelhante a da azida (Esquema 19).

0
(25) © HN\©///

Esquema 19. Mecanismo para a formacdo do derivado 25.

O produto foi purificado em coluna cromatografica e se apresentou como um sélido
de coloracdo marrom obtido em 70% de rendimento. No espectro de RMN de *H (Figura
6) observa-se o simpleto em ¢ 1,54, integrado para seis, referente aos atomos de hidrogénio
das metilas. Os atomos de hidrogénio metilénicos sdo diastereotopicos e apresentam-se
como um par de dupletos duplos em ¢ 2,02 e 2,27. O hidrogénio do alquino terminal
localiza-se em ¢ 3,03. Os aromaéticos apresentaram-se como dois multipletos, sendo um
deles em o 8,03-8,11, referentes aos atomos de hidrogénio 6 e 9 e o outro em 7,68-7,75
referentes aos atomos de hidrogénio 7 e 8. O hidrogénio ¢ 5’ é registrado como um tripleto

em ¢ 7,16. Em ¢ 6,85 ha um simpleto referente ao hidrogénio 2°.
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Figura 6. Espectro de RMN de *H do composto 25 (200 MHz, CDCls).

Quanto a p-lapachona (2), foi planejado um derivado com grupo azida, como
observado no Esquema 20.%

(o] (@]
OH (0]
9@ LS9
*/\(
m ©° @ ©

97%

NBS
Per. Benzoila

ccl,

Esquema 20. Sintese do derivado azida da g-lapachona (2).

47. da Silva Junior, E. N.; Guimaraes, T. T.; Menna-Barreto, R. F. S.; Pinto, M. C. F. R.; Simone, C. A;;
Pessoa, C.; Cavalcanti, B. C.; Sabino, J. R.; Andrade, C. K. Z.; Goulart, M. O. F.; Castro, S. L.; Pinto, A. V.;
The evaluation of quinonoid compounds againstTrypanosoma cruzi: Synthesis of imidazolic anthraquinones,
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A p-lapachona (2) foi obtida a partir da ciclizacdo do lapachol (1) com &cido
sulfarico. O mecanismo envolve a protonagdo da ligacdo dupla da cadeia aliféatica lateral
do lapachol (1) seguido do ataque do par de elétrons do oxigénio ao carbocation formado,
levando ao produto esperado com 97% de rendimento (Esquema 21), identificavel pela

coloracdo vermelha caracteristica.

o) 0 0
OH . { o o
U e U, e 1
= H,0 Hy0"

e} (O\/ (2 O

Esquema 21. Mecanismo para a formacdo da S-lapachona (2).

A p-lapachona (2) foi entdo bromada com NBS em tetracloreto de carbono, na
presenca de peroxido de benzoila, gerando a 3,4-dibromo-4-lapachona (26). O mecanismo
radicalar, como proposto no Esquema 32, inicia com a quebra homolitica da ligacdo
oxigénio-oxigénio do peroxido de benzoila, o qual ap6s decomposicdo forma o radical
fenila. O radical fenila abstrai um hidrogénio do anel C da p-lapachona (2), formando um
radical alilico. Este radical se rearranja, levando a abertura do anel C. Uma nova abstracao
de hidrogénio leva a um intermediario dieno que sofre novo rearranjo, fechando
novamente o anel. Um bromo radicalar reage com a dupla ligacdo levando a um radical
alilico. Uma nova reagdo com bromo radicalar forma o produto dibromado (26) e libera um
novo bromo radical para continuar a cadeia de reacdes (esquema 22).*8

nor-p-lapachone derivatives and B-lapachone-based 1,2,3-triazoles. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18, 3224-
3230.
48. Cruz, F. S.; Gilbert, B.; Lopes, J. N.; Pinchin, R.; Pinto, A. V.; Rev. Latinoamer. Quim. 1977, 8, 138-140.
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Esquema 22. Mecanismo proposto para a formacgédo da S-lapachona dibromada (26).

A 3,4-dibromo-p-lapachona (26) é muito instavel e foi colocada de imediato para
reagir com azida de sddio em diclorometano, uma reacdo de substitui¢cdo nucleofilica que
ocorre com auxilio anquimérico do par de elétrons do oxigénio (Esquema 23). Esta reacdo

forma o produto como um racemato. O objetivo dessa etapa é colocar um grupo azida no

nacleo quinoidal.
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+ Br

Esquema 23. Mecanismo para a formagéo da azida da S-lapachona (23).

O produto foi purificado em coluna cromatografica variando-se o gradiente de
concentracdo de acetato de etila em hexano, como fase movel. A purificacdo é complicada
devido a presenca de muitos subprodutos, com r.f. préximos ao do pretendido. O produto é
identificavel por intermédio do espectro de RMN de tH (Figura 7), devido a presenca de
dois dupletos caracteristicos em 6 4,96 e 4,18 possuindo um acoplamento com valor de J =
5,2 Hz, referentes aos atomos de hidrogénio do carbono substituido por azida e por bromo.
Os sinais dos atomos de hidrogénio das metilas sdo vistas em ¢ 1,71 e 1,67. Os sinais dos
atomos de hidrogénio do anel aroméatico aparecem como um dupleto em ¢ 8,13, outro
dupleto em 6 7,89 e dois tripletos, sendo um deles em 6 7,73 e 0 outro em ¢ 7,62. Estes
sinais sdo caracteristicos de derivados da p-lapachona e auxilia a diferencia-los dos

derivados da a-lapachona.
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Figura 7. Espectro de RMN de *H do composto 27 (200 MHz, CDCl5).

Para a sintese dos derivados furanonaftoquinénicos da lausona (1) (Esquema 24), é
realizada de inicio a sintese do nor-lapachol (28).

1. p-alanina,
AcOH, tolueno

2. NayCO3

3. H3PO,

NaN; HCW

o} Br, o o}
CH,Cl, O‘ O CH,Cl, O‘ OH  4c. acético O‘ o)
Br Z
(28) ©

(29) o (32) ©

| |
a
o (o]
O (e}
L X, p
(34)

(31) o O//
70%

65%

Esquema 24. Sintese dos derivados furanonaftoquindnicos.
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O nor-lapachol (28) foi obtido a partir da lausona, valendo-se da metodologia
modificada de Kopanski (Esquema 25).*® A lausona (4) foi dissolvida em tolueno e ao
meio foi adicionado isobutiraldeido, acido acético e S-alanina. Apos reagir por 1 hora foi
realizada uma extracdo com solucdo saturada de carbonato de sodio, coletando-se a fase
aquosa, de forte coloracdo roxa. O nor-lapachol (28) é entdo precipitado com &cido
fosférico, resultando num solido alaranjado que entdo é filtrado a vacuo com rendimento
de 97%

Q 0 1. B-alanina 0
oH AcOH,tol. O OH
H/ 2. Na,CO, i Z
1 3. HyPO, o
(4) (28)

Esquema 25. Sintese do nor-lapachol (28).

O mecanismo proposto para a reacdo tem inicio com a formacéo da imina,
via ataque nucleofilico do nitrogénio da p-alanina ao isobutiraldeido, seguido de
protonacdo dessa imina formando o cétion iminio. Ocorre entdo o ataque nucleofilico da
dupla ligacdo da lausona (4) ao iminio, auxiliado pelo par de elétrons da hidroxila,
formando o intermediario (a). Em seguida da-se a perda da amina, provavelmente por
mecanismo do tipo E2 levando ao composto tricarbonilico (b), que esta em equilibrio com
sua forma endlica, mais estavel, representada pelo nor-lapachol (28) (esquema 26). Nesta
proposta a f-alanina atuaria como um organocatalisador.

49. Kopanski, L.; Karbach, D.; Selbifsehka, G.; Steglich, W.; Vesparion, ein Naphtho[2,3-b]pyrandion-
Derivat aus dem Schleimpilz Metatrichia vesparium (Myxomycetes). Liebigs Ann. Chem. 1987, 53, 793-796.

30



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Tese de doutorado — Eduardo H. G. da Cruz
Resultados e discussao

(28)

Esquema 26. Proposta mecanistica para obtencdo do nor-lapachol (28).

O nor-lapachol (28) foi obtido como um s6lido alaranjado, faixa de fuséo entre 119-
120 °C. O espectro de RMN de tH est4 em concordancia com a literatura.™

O nor-lapachol (28) pdde entdo passar por reacdes de ciclizacdo muito semelhantes
as realizadas com lapachol (1), levando aos derivados furanonaftoquinénicos. A reacdo do
nor-lapachol (28) com &cido cloridrico e &cido acético leva & nor-a-lapachona (32), em
70% de rendimento. De forma analoga a a-lapachona (22), a nor-a-lapachona (32) pode ser
bromada em reacdo com NBS e, posteriormente, com reacfes de substituicdo, foram
obtidos os derivados com azida (33) e alquino terminal (34).

Para a sintese dos derivados da nor-g-lapachona, é utilizado um excesso de bromo
(cerca de 15 equivalentes) em diclorometano, em uma reacéo de ciclizagcdo do nor-lapachol
(28), formando a 3-bromo-nor-g-lapachona (29) em rendimento quantitativo. A reacao
ocorre com a adicdo do bromo a ligacdo dupla da cadeia lateral do nor-lapachol (28),
formando o ion bromdnio. Um ataque nucleofilico do par de elétrons do oxigénio ao ion

broménio forma o produto esperado (Esquema 27).
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Esquema 27. Mecanismo de formagéo da bromo-nor-g-lapachona (29).

A reacdo tem duracdo de 5 minutos e o derivado bromado € muito instavel, sendo
que a etapa seguinte é colocada assim que 0 excesso de bromo ¢€ retirado. Para a sintese da
azida-nor-f-lapachona (30) foi utilizada azida de sddio em diclorometano e para a sintese
do alquino terminal (31) foi utilizado 3-etinilanilina em diclorometano (vide Esquema 24).

O espectro de RMN de *H do composto 31 mostra sinais caracteristicos na regido
dos aromaticos dos derivados da £ e nor-g-lapachonas, com um dupleto duplo de
integracdo 1 atomo, mais desblindado, referente ao hidrogénio 6 e os &tomos de hidrogénio
7-9 aparecendo como um multipleto um pouco menos desblindado, de integracdo 3
atomos. O hidrogénio 3 encontra-se em ¢ 4,80, como um simpleto. O sinal referente ao
hidrogénio do alquino terminal aparece como um simpleto em ¢ 3,80. Os sinais referentes
aos atomos de hidrogénio metilicos apresentam-se como dois simpletos em ¢ 1,69 e 1,58
(Figura 8).
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Figura 8. Espectro de RMN de *H do composto 31 (200 MHz, CDCls).

No espectro de RMN de **C pode-se observar 20 sinais, enquanto o esperado eram
22. O sinal da carbonila 5, era esperado com deslocamento acima de ¢ 180.>° Os dois sinais
com menor deslocamento quimico, em ¢ 27,44 e 21,86 ppm, referem-se aos carbonos
metilicos. O carbono 3 é registrado em ¢ 61,56. O carbono quaternario 2, ligado a um
atomo de oxigénio, é registrado em 6 96,83. O carbono 1’ é mais desblindado que os
demais aromaticos e é registrado em ¢ 147,18.

50. da Silva Junior, E. N.; Souza, M. C. B. V.; Pinto, A. V.; Pinto, M. C. F. R.; Nogueira, C. M.; Ferreira, V.
F.; Azeredo, R. B. V.; Complete and unambiguous assignments of 'H and *3C chemical shifts of new
arylamino derivatives of ortho-naphtofuranquinones. Magn. Reson.Chem. 2008, 46, 1158-1162.
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Figura 9. Espectro de RMN de *C, CDCls, (50 MHz), da substancia 31.

Para a sintese dos derivados (39) e (40) partiu-se também da lausona (4), buscando
obter a C-alil-lausona (36), que pode ser ciclizada de forma a furanonaftoquinonas com
carbonilas em posicao orto e para, que em seguida foram colocadas em reacdo com azida

de sédio levando aos intermediarios “clicaveis” (Esquema 28).

o o
OH NaN3
O‘ O DMF N3
4 o o 87 o
OH I, piridina 33% 90%
NaOH CHClp
etanol / éter N
(36)
Na+ o NaN3
Q - DMF
(0] /\/BI’
98 o)
35 o 35%

Esquema 28. Sintese de derivados furanonaftoquindnicos a partir da lausona (4).
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A primeira etapa é a desprotonacdo da lausona (4), com hidroxido de sédio em
etanol, depois precipitado em éter, levando ao sal da lausona (35). Essa reacéo fornece o
sal como um sélido vermelho com rendimento quantitativo. A etapa seguinte ¢ a alilacéo,

com brometo de alila (Esquema 29).

SO N Br—>:ii '*:OH
o]

Esquema 29. Mecanismo de formacéo da C-alil-lausona (36).

A C-alil-lausona (36) foi purificada em coluna cromatografica com um gradiente de
acetato de etila em hexano como fase movel e obtida como um sélido amarelo com 70% de
rendimento. A partir da ciclizagdo da C-alil-lausona (36) foram obtidos os derivados
furanonaftoquinénicos 37 e 38. A reacdo € feita com iodo e piridina, em diclorometano,
formando os produtos com carbonilas em posicdo orto e para (Esquema 30),>! e estes
foram entdo separados em coluna cromatografica. Os produtos foram caracterizados por
RMN de *H de acordo com a literatura.*®

Por fim é realizada a reacdo de substituicdo com azida de sédio em DMF. A reacao
tem duracdo de 24 horas e segue 0 mesmo padréo para ambos os substratos. Uma extracédo

com acetato de etila leva ao produto puro em rendimento quantitativo.

51. Silva, R. S. F.; Costa, E. M.; Trindade, U. L. T.; Teixeira, D. V.; Pinto, M. C. F. R.; Santos, G. L.; Malta,
V. R. S,; Simone, C. A; Pinto, A. V.; Castro, S. L.; Synthesis of naphtofuranquinones with activity against
Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem. 2006, 41, 526-530.
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Esquema 30. Mecanismo de formacéo dos derivados furanonaftoquinénicos da lausona

(4).

Também foram sintetizados derivados partindo da 1,4-naftoquinona (41). Os

derivados 43, 45 e 46 contendo alquino terminal e o derivado com azida 48 (Esquema 31).

o)
H _— o)
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—22
Br
@) g ) @7 5
SOCl,
piridina NaN;
tolueno DMF
0 HoNT 9
¥ _F 2NN cl
o e O
cl c
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Esquema 31. Sintese de derivados da 1,4-naftoquinona (41).
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A bromacéo da 1,4-naftoquinona (41) com bromo molecular em &cido acético leva
ao produto monossubstituido (47). A reacao segue o padrdo de adi¢do de bromo a ligacdo
dupla, depois uma molécula de agua presente no meio promove a eliminacao de um atomo

de bromo e regenera a ligacao dupla (Esquema 32).

(@)
’/_\rr Br
O O @#i Ealee
O

Esquema 32. Mecanismo de bromacgdo da 1,4-naftoquinona (41).

Este produto é utilizado entdo em uma reacdo de substituicdo com azida de sédio,
gerando o composto 48.
O composto 46 foi sintetizado diretamente da 1,4-naftoquinona (41), em reacao

com propargilamina em acetonitrila (Esquema 33).%

/I/l
(e} o + (0]
H H2NH H\/
(d N U — oL
H H H
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o) OH LT
oo =T o
(46) o OH OH

Esquema 33. Mecanismo de formacéo do derivado 46.
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Para a sintese do derivado dibromado 42 foi utilizado bromo em diclorometano,

levando ao produto. O mecanismo envolve a adicdo de bromo a ligacdo dupla e posterior

eliminacdo de HBr. Uma nova adicdo de bromo a ligacdo dupla e eliminacdo de HBr leva

ao produto (Esquema 34).

O - CQ% CQX *‘#m
O
O
Br— Br
o= opf = ol ol

Esquema 34. Mecanismo de formacdo da 1,4-naftoquinona dibromada (42).

A partir do composto dibromado foi obtido o derivado com alquino terminal 43.

A

reacéo é realizada com propargilamina em acetonitrila.>® A adicéo 1,4 da amina ao carbono

ligado ao bromo promove o deslocamento da ligacdo dupla do oxigénio. A restauracdo da

ligacdo dupla ocorre com a eliminagdo do bromo e retirada do préton, levando ao produto

(Esquema 35).

(43)

Co.

Om OHK‘// o) H, P (0] H P
Br 2 -Br N\// SH N\//
O, - ™™ — e — g~ 0
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Esquema 35. Mecanismo de formagé&o da 1,4-naftoquinona com alquino terminal (43).

52. Jiang, C.; Xu, M.; Wang, S.; Wang, H.; Yao, Z. J.; Azaanthraquinone assembly from n-propargylamino

quinone via a au(i)-catalyzed 6-endo-digcycloisomerization. J. Org. Chem. 2010, 75, 4323-4325.

53. Diogo, E. B. T.; Dias, G. G.; Rodrigues, B. L.; Guimardes, T. T.; Valenca, W. O.; Camara, C. A,
Oliveira, R. N.; Silva, M. G.; Ferreira, V. F.; Paiva, Y. G.; Goulart, M. O. F.; Menna-Barreto, R. F. S.;
Castro, S. L.; da 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.

2001, 21, 6337-6348.
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Essa reagdo forma o produto como um solido vermelho em 70% de rendimento. O
composto pode ser caracterizado pelo espectro de RMN de *H (vide anexo), onde é notavel
o sinal do hidrogénio do alquino terminal em 6 2,41 ppm, como um tripleto, devido ao
acoplamento com os hidrogénio metilénicos, com um valor de J = 2,5 Hz (*J), comum para
este tipo de acoplamento. Os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos, por sua vez,
aparecem em ¢ 4,68 como um dupleto duplo, devido ao acoplamento dos hidrogénios
metilénicos com o hidrogénio do grupo amina e com o hidrogénio do alquino terminal.

Este composto foi dissolvido em uma mistura de solventes (diclorometano e
hexano) e o sistema foi deixado evaporar lentamente, sendo recolhida uma amostra em
forma cristalina e submetida para estudos de cristalografia de difracdo de raios X, realizada
pelo prof. Carlos Alberto A. de Simone, da Universidade Federal de Alagoas. Na Figura 10
é mostrada a imagem gerada pelo programa Ortep** da estrutura resolvida. Os dados
cristalogréficos para a estrutura foram depositados no “Cambridge Crystallographic Data
Centre”, sob o nimero CCDC 1063533.

Figura 10. Projecdo de ORTEP-3 da estrutura 43.

Para a sintese do derivado diclorado (44) foi utilizado cloreto de tionila e piridina, em
tolueno. O mecanismo proposto abaixo é inspirado em um trabalho de Relles®, onde a
reacdo tem inicio com o ataque nucleofilico da piridina a ligacdo dupla do substrato,
levando a formacdo da espécie A. Ocorre entdo um ataque nucleofilico ao cloreto de
tionila, formando B. Uma desprotonacdo e perda do grupo com enxofre leva ao
intermediario C. Em um processo andlogo ao anterior, um ataque nucleofilico do cloreto
ao substrato conduz a espécie D. Um novo ataque de cloreto ao substrato, com posterior

eliminacdo da piridina forma o produto esperado (44) (Esquema 36).
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Esquema 36. Mecanismo de formacéo da 1,4-naftoquinona diclorada (44) (Adaptado da
ref. 55).

(0]
Cl
plrldma O‘
Cl
(0]

(44)

J

O produto 44 foi obtido em 65% de rendimento como um so6lido marrom. A seguir
este foi colocado em reacdo com propargilamina em acetonitrila, fornecendo o composto
alquino terminal (45) em 75% de rendimento, como um solido cristalino marrom.

Foram também planejados dois intermedidrios  azido-naftoquinoidais
enantiomericamente puros. Estes compostos foram sintetizados pelo grupo do professor
Irishi. N. N. Namboothiri, do Indian Institute of Technology. A sintese partiu da lausona
(4), colocada com um acetato de nitroalqueno para a reacdo de Morita-Baylis-Hillman

(Esquema 37).%°

54. Relles, H.; Dichloromaleimide chemistry: A thionyl chloride-pyridine method for the conversion of
maleimides to dichloromaleimides. J. Org. Chem. 1972, 37, 3630-3637.

55. Nair, D. K.; Menna-Barreto, R. F. S.; da Silva Junior, E. N.; Mobin, S. M.; Namboothiri, I. N. N.; Chiral
squaramide-catalyzed asymmetric synthesis of pyranones and pyranonaphthoquinonesvia cascade reactions
of 1,3-dicarbonyls with Morita—Baylis—Hillman acetates of nitroalkenes. Chem. Comm. 2014, 50, 6973-6976.

40



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Tese de doutorado — Eduardo H. G. da Cruz
Resultados e discussao

) o a. 84%
td.=97:3

OH NO o
CLI™ 2 e (), £
+ 1,4-dioxano “NO,

OAc  T'A/30-40 min. b. 86%

4 © A) O Ar t.d. = 99:1
ee. = 99%

NiCl,.6H,0
NaBH,
EtOH, 0°C

(49) - 81%, t.d. 88:12, ee 97% 2h.

50) - 789

(50) - 78% o HCI

o) g’ o

Ny

N
C I = O
“'Nj CuS0Q, (cat) “"NH,
O Ar K,CO3 MeOH (B) O Ar a. Ar = fenil
TA./34h. 85% b. Ar = nafti
Esquema 37. Sintese das azidas naftoquinoidais enantiomericamente puras (adaptado da
Ref. 56).

A primeira etapa € o ataque da dupla ligacdo da lausona ao nitroalqueno, com saida
do grupo acetato. A etapa seguinte € uma reacdo de Michael intramolecular, levando ao
nitrocomposto (A). A chave para essa reacdo é o uso de um organocatalisador quiral
derivado da esquaramida. Nair e colaboradores propuseram o estado de transi¢do que

explica a conformag&o do produto (Esquema 38).%°

F3 g\ F3

Fac 504 ®~ Fgc

J/

Esquema 38. Estado de transi¢do proposto para a formacgéo dos derivados

enantiomericamente resolvidos (adaptado da Ref. 56).
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O composto A é entdo reduzido com cloreto de niquel hexaidratado e boroidreto de
sodio em etanol, levando ao aminocomposto B. Este, em reacdo com cloridrato de
imidazol-1-sulfonil azida, sulfato de cobre e carbonato de potassio em metanol leva ao
azido composto esperado 49. Essa reacdo € analoga a realizada para obter o composto

azida com substituinte naftil 50.

3.1.2 Sintese dos intermediarios organo-selénio.

A sintese do intermediario chave disseleneto (9) tem inicio com o brometo de fenila
(51), por meio de uma reacdo exotérmica, realizada em THF, com magnésio metalico por 1
hora. Ao se perceber o consumo do magnésio, por intermédio da mudanca de cor da
solucdo, que passa do amarelo para incolor, foi adicionado selénio aos poucos e NH4CIl em
solugéo aquosa saturada, gota-a-gota, tornando a reacdo viscosa e amarela. Por fim etanol
foi adicionado e aguardou-se 5 horas com o sistema aberto, obtendo o composto 9

(Esquema 39).

MgBr Se SeMgBr
—_—
(52) (53)
THF
Mg NH4Cliaq)

|2 02 @
EtOH
©/ Br @ Se. AcOEt ©/Se\8e
(51) (54) 9)

80%

Esquema 39. Sintese do intermediario chave disseleneto (9).

Uma vez obtido o composto disseleneto (9), o alquino-selénio (56) foi preparado
em duas etapas, em reacdo com brometo de propargila e NaBH, em uma mistura de THF e
EtOH. O etanol ativa o boroidreto de sédio que quebra redutivamente a ligagdo selénio-
selénio formando a espécie fenilselénio(trietoxi)borato de sédio (55) que, por sua vez,
ataca o brometo de propargila em uma reacdo de substituicdo, formando o produto. Essa

reacao foi conduzida sem a presenca de oxigénio, que poderia re-oxidar o anion de selénio
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a disseleneto (Esquema 40).>® Para obter a azida-selénio (58), o disseleneto foi colocado
em reacgdo com diclorometano e NaBH, em uma mistura de etanol e THF, em reagdo muito
semelhante a anteriormente descrita, onde o diclorometano funciona como solvente e
substrato para a reagdo de substituicdo. O disseleneto deve ser adicionado gota a gota, em
um grande excesso de diclorometano, para evitar a dissubstituicdo. Assim é obtido o
composto clorado 57.

O composto clorado foi colocado em reagcdo com azida de sodio, em acetonitrila, na
presenca do éter de coroa 18-crown-6, reacdo com atmosfera inerte. O éter de coroa
complexa o sodio, liberando o nucledfilo para a reacdo de substituicdo que forma a azida
selénio (58) (Esquema 40).>’

=
Se Z= Se_N,
(56) ©/ (58)
92% 90%
Z NaN3,
Br\// 18[coroa)6
CH5CN
/@ THOF Na+
EtOH )
©/SeSe NaBH, ©/Se B(OEt), M» Se_Cl
©) (55) (57)
50%

Esquema 40. Sintese do composto organo-selénio com alquino terminal e azida.

De forma anéloga foram sintetizados diferentes compostos organo-selénio com
alquino terminal. Os disselenetos foram enviados pelo grupo do Prof. Antdnio L. Braga, da
Universidade Federal de Santa Cantarina. A reacdo similar a mostrada anteriormente, com
borohidreto de sédio em uma mistura de THF e etanol, sequido de brometo de propargila
levou aos alquinos esperados (Figura 11).

56. Miyashita, M.; Hoshino, M.; Yoshikoshi, A.; Sodium phenylseleno(triethoxy)borate, Na*[PhSeB(OEt)3]
The reactive species generated from (PhSe), with NaBH, in ethanol. Tetrahedron Lett. 1988, 29, 347-350.
57. Seus, N.; Saraiva, M. T.; Alberto, E. E.; Savegnago, L.; Alves, D.; Selenium compounds in Click
Chemistry: copper catalyzed 1,3-dipolar cycloaddition of azidomethyl arylselenides and alkynes.
Tetrahedron 2012, 68, 10419-10425.
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se_Z se_Z se_Z se_Z

(59) 65% (60) 63% (61) 55% (62) 81%
S. _Se / =
Vg @AS"'\ oS F
(63) 73% (64) 83% (65)

Figura 11. Compostos organo-selénio com alquino terminal.

A fim de verificar a importancia do atomo de selénio na atividade destes
compostos, foi preparado um composto com um diferente calcogénio, no caso enxofre,
com alquino terminal. O dissulfeto foi preparado pelo grupo do Prof. Antonio L. Braga
(UFSC), de forma analoga a mostrada anteriormente. A preparacdo do alquino também foi
realizada com boroidreto de sédio em uma mistura de THF e etanol, seguido de adi¢do de

brometo de propargila no meio (Esquema 41).

THF
EtOH =
©/S\S/© NaBH, ©/S\/
_—

_ 63%
(65) B ” (66)

Esquema 41. Sintese do composto organo-enxofre com alquino terminal (66).

3.1.3. Sintese dos compostos 1,2,3-triazélicos.

A etapa seguinte visou a sintese de quinonas acopladas ao sistemas contendo
calcogénios via reacdo de CUAAC entre o nucleo quinoidal e o nucleo organo-calcogénio.
Essa reacédo foi realizada em uma mistura de agua e diclorometano 1:1, utilizando sulfato
de cobre pentahidratado como catalisador e ascorbato de sodio para reduzir o cobre Il a

cobre I (Esquema 42).
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Porgao naftoquinoidal

Porgao organo-selénio
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CH,Cly/H,0 \
t.a. 24h o N
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CH,Cl,/H,0 S N
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CLX @F
o HN
(73)

Esquema 42. Compostos 1,2,3-triazolicos obtidos com diferentes naftoquinonas.
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Porgao naftoquinoidal
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Esquema 42. Compostos 1,2,3-triaz6licos obtidos com diferentes naftoquinonas.
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UFMG

3.1.4. Substancias selecionadas para discussdo dos dados espectroscopicos
3.1.3.2. Composto 68

O composto 68 foi obtido como um solido vermelho com 67% de rendimento. O
espectro de RMN de *H (Figura 12) foi concordante com a estrutura do composto. Notam-
se os simpletos em 6 1,54 e 1,55, com integracdo de 3 hidrogénio cada, referentes as
metilas assinaladas como 11’ e 11”. Os dupletos duplos em ¢ 2,06 e 2,32 sdo refentes aos
atomos de hidrogénio metilénicos 3, ndo isocronos, sendo este sinal caracteristico de
derivados da o-lapachona. Em ¢ 4,10 vé-se o simpleto largo referente ao hidrogénio da
amina. O dupleto duplo em 6 4,78 é referente ao hidrogénio 4, que acopla de maneira
diferente com os hidrogénios metilénicos diastereotdpicos. Os hidrogénios do carbono
metilénico 12 aparecem como um simpleto em J 5,71, com dois sinais satélites
caracteristico do acoplamento com o selénio. Estes hidrogénios ndo sdo magneticamente
equivalentes, porém os deslocamentos quimicos sdo muito préximos, ocasionando que 0

sinal se apresente como um simpleto.

4

o"6" o

6 8 7

9 sy | | 4 &
djb lnbnuqldr\n I\,_,Jl‘ {J\K UJ\ \/\J Muk —_ J‘ FUI HUL

T T
] 2 7.0

T T
7.5 7.4

T T
1 8.0 7.9

1M1'e
11"

[rrr———————
4.80  4.75 ppm
4 3

\ i . - ‘ JJ‘J_MJJL

T
.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Figura 12. Espectro de RMN de *H do composto 68 (400 MHz, CDCls).
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Para o assinalamento inequivoco dos atomos de hidrogénio e carbono foram realizados
experimentos de **C, COSY, HSQC e HMBC da substancia. Abaixo segue a Tabela 3, com

estes assinalamentos.

Tabela 3. Dados de *H e *C NMR do composto 68 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 100 MHz, respectivamente)

13
indice (f) me) 5 H (m) (ppm) ® "J/Hz ® COSY (n)* HMBC (n)*
_ _ _ @), 117(2); 3a0);
o 3b(2); 4(3)
2,06 (dd) /2,32 [“Jusans 14,3; *Jusara 5,6 / “Jrza| 3b(2); 4(3) / e 1 1as
S I (dd) o 14,3; Jyase 3.4 3a(2); 4(3) ere)
4 43,2 4,78 (dd) *Jnizaria 5,6; “Jnia-ria 3,4 3a(3); 3b(3) 3a(2); 3b(2)
da | 1189 - - - 4(2); 3a(3); 3b(3)
5 183.5 - - - 4(3); 6(3)
5a | 1300 - - - 6(2): 7(3)
6 126,2 8,07 (dd) s 7.1 s 1,6 7(329;(263""); 72): 8(3)
3 . 3 .4
7 133,1 7,68 (dt)? ot T3 e 1L S |- 6(3); o(aw) 6(2)
3 .3 ’ 4
8 1343 7,72 (dt)? Jrr-ve 7,15 Jfgé“g 1L Jrers | g(3y: 6(aw): 9(2)
9 | 1264 8,11 (dd) gt 71 Dyrang 1.7 o 8(2); 703)
% | 1321 : ; B 9(2): 8(3)
10 180,0 - - - 93)
10a | 1553 ; ; ; 4(3)
/1199 ) 11°°(3);3a(3);3b(3)/
117117 26.1/29,0 | 1,55 (s)/1,54 (s) L) 3
r 1474 - : ; 43), 5°3), 2(2)
> 110,7 | 7.26-7.28 (m) : 6" (4), (&) 4(3), 6°(3)
3 1313 ; : - 2(2); 5°0)
, 3 5°(3); 2°(4); iANe 43N £
4 115,7 7,05 (d) Jaris: 7.7 R 5°(2); 2°3). 6°3)
5 129,8 7,20-7,26 (m) - 4(3),6°(3) 4°(2)
, 3 .4 5°(3); 2°(4); SN AN A5
6 113,6 6,69 (dd) Jus-ne 8,0; “Jpa e 1,8 4 (4w) 5°(2);2°(3); 4°(3)
4triazol 148'5 - B - 5triazol (2); 4’(3); 2’(3)
By | 119.4 7.62(5) - 12aw) 1203)
12 44,8 5,71 (s) - Striazol (4W) Striazol (3W)
| 1274 - - - 12(3):3°3). 5°03)
o , ; 373 47 @w) [37°2)47(3):6”(3)/5”
27°/6 13418 7150 (d) ‘]HZ”»H:}” 714/ ‘]HS”-HG” 714 5”(3), 4”(4W) (2),2n(3)'4’a(3)
vs s . ’ 27°(2):47(2):5°(3)4
3757 | 1206 | 7.28-7,33 (m)° ; 27(3)/6”(3 257
(m) ®767E | @676)370)
47 | 1200 | 7.33-7.39 (m) - 27@w), 67°@w) | 27°(3) 6”(3)

a —m = multiplicidade; b — n = nimero de liga¢des quimicas; ¢ — “w” significa correlagédo
de fraca intensidade; d — multiplicidade obtida a partir de do espectro de *H processado
com a transformacdo de Lorentz-Gauss (Ib = -0.3, gb = 30 %); e — faixa de multipleto
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delimitada a partir do espectro de *H processado com a transformacéo de Lorentz-Gauss
(Ib =-0.3, gb = 30 %) e através da anélise do mapa de contorno de *H-**C HSQC.
No espectro de massas de alta resolugio observa-se o valor de [M+H]" 571,1234, em

concordancia com o valor calculado para CzgHosN4O3SeH™ = 571,1170.
3.1.4.1. Composto 69

O produto 69 foi obtido em 90% de rendimento e purificado em coluna
cromatografica, com gradiente variavel de hexano/acetato como fase mével. O espectro de
RMN de 'H (Figura 13) pode-se observar sinais caracteristicos das metilas em & 1,71 e
1,64. Também nota-se um dupleto em ¢ 4,93 referente ao hidrogénio 3, ligado ao 4&tomo de
bromo, mais blindado que o hidrogénio 4 do anel C, ligado ao nitrogénio, que apresenta-se
como um dupleto em ¢ 5,55. Os hidrogénios do carbono metilénicos 12 também séo
facilmente vistos como um multipleto em 6 4,17 a 4,13, pois sdo diastereotdpicos e

possuem acoplamento com selénio, apresentando dois sinais satélites caracteristicos.

QAT MM O QLN LT N LN N o 0L~ ININS o
QAOANVYY L EANNANANNL aQ = N e =
ONNNNKNNNKNNKNKNNA B <+ < <+ - S
e — N SN N/

— —HO YNNI MMA— OO WYY
—=Q QA ~NRh~NYovVVaNT Y ANNANA
o5 o NN NNNNNNNNNNN NNNKN
4 4 TSN TS R N e

8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3
11" ou . 11'ou
11" 11"
4 3 12
]
b | I I !
Uk _}L JL_A__JALv A -
o h oo b & h ¥ 2
He =S q S e — S99
o - - il Al o~ mMm ™M
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 13. Espectro de RMN de *H do composto 69 (400 MHz, CDCls).
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Para o assinalamento inequivoco dos &tomos de hidrogénio e carbono desta

molécula foram realizados experimentos de *C, COSY, HSQC e HMBC (vide apéndice).

Este trabalho foi possivel gracas a colaboracdo do prof. Jarbas Resende da Universidade

Federal de Minas Gerais. A Tabela 4 abaixo mostra o assinalamento destes atomos.

Tabela 4. Dados de *H e *C NMR do composto 69 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 100 MHz, respectivamente)

indice | 5 ™C (ppm) | & 'H (m) (ppm)? "J/Hz " COSY (n)*® HMBC (n)’*
. i . 3(2); 11°(2);
2 83,4 117°(2); 4(3w)
3 54,4 4,93 (d) *Juz 4 8,9 4(3) 4(2); 1°3); 11°(3)
3(3); 11°(4);
4 58,9 5,55 (d) $Jha-na 8,9 11°°(4); Byiazol 3(2)
(4w)
4a 110,3 - - - 4(2); 3(3)
5 176,4 - - - 4(3)
6 177,8 - - - 7(3); 10(4)
6a 130,5 - - - 10(3); 9(4)
7 129,2 8,11 (dd) )7 7,6 “nzro 1,4 8(3); 9(4) 8(2); 9(3)
I 7.6; *Jugtie 7.6; e
8 135,2 7,73 (dt) S 7(3): 9(3); 10(4) 7(2)
H10 4,
3 . 3 .4
9 132,3 7,63 (dt) oo 7.6; JlHZ-Hg 7.8 -1 g(3): 10(3): 7(4) 10(2)
H9 4,
10 125,3 7,90 (dd) *Jno-n10 7,6; “ngrino 1,2 9(3); 8(4) 9(2)
10a 130,6 - - - 7(3); 8(4); 4(4w)
10b 162,7 - - - 4(3); 10(3); 7(4w)
e o ] 3(4); 11°(4)/ [3(3); 11°(3) / 3(3);
11°/11 20,7°127.4 1,64/1,71 304): 11°(4) 1°G3)
12 20,7° 4,17 (d)/4,13 (d) “Jnza-tizn 13,3 Striazol (4) -
Suiazol (2); 12a(2);
Ariazol 144,5 B ) ) maZOI]le))Q) )
Biiazol 125,0 7,48 (s) - 4(Aw) 4(3); 12a(3); 12b(3)
2°(2w); 6’(2w);
I 129,4 - - - 12a(3); 12b(3);
3°(3):5°()
s ] ] , , 3°(2); 4(3);6°3) /
2°/6 134,1 7,48-7,52 (m) 3°(3)/5°(3) 50y 2G4 3)
s ] ] , , 2’2w); 4°(2) /
3°/5 129,1 7,22-7,25 (m) 2°3)/6°(3) 2Q2). 6w)
4 127,6 7,22-7,25 (m) - - 2°(3); 6°(3)

a—m = multiplicidade; b — n = nimero de ligagdes quimicas; ¢ — “w” significa correlagdo
de fraca intensidade; d — os deslocamentos quimicos de *C foram confirmados através do

espectro de HSQC.

No espectro de massas de alta resolugéo, observou-se o valor de 557.9923 [M+H]",

compativel com o valor calculado para Ca4H20BrN;O3SeH" = 557.9931.
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O composto 70 foi obtido como um s6lido amarelo com 80% de rendimento. A anélise

do espectro de RMN de 'H (Figura 14) mostrou em & 1,70 e 1,04 os simpletos com

integragdo trés, referentes as metilas 10° ¢ 10”. Em ¢ 4,03 — 4,17 nota-se um multipleto de

integracdo 2 referentes aos atomos de hidrogénio metilénicos 11, diastereotdpicos. Em ¢

5,86 Vé se o simpleto de integracdo 1 a&tomo, referente ao hidrogénio 3.

~N NONOYOO X - O
4 N¥M—=~=95 &
[o0] NNNNNN n
N !

7-9

3-5'

2'/6'

—1.70
—1.04
—-0.00

5 triazol 5 4 Se 6
3a ¢ /—
9

10’

s L WKWK 3
S 9o Hoo S
— (e2] oMo ™M
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

45 40
f1 (ppm)

Figura 14. Espectro de RMN de *H do composto 70 (200 MHz, CDCls).

Também foram realizados experimentos de ‘*C, COSY, HSQC e HMBC para 0

assinalamento inequivoco dos atomos de hidrogénio e carbono. Estes assinalamentos estdo

indicados na Tabela 5.
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Tabela 5. Dados de *H e *C NMR do composto 70 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 100 MHz, respectivamente)

sBc

indice (opm) 5'H (m) (ppm) "JHz"® COSY (n)** HMBC (n)*®

2 95,9 10°(2); 10°(2)

_ 10°(3); 10°°(3);

3 66,7 5,86(s) Biriazol (4W) 5 (3W)

3a 111,2 3(2)

4 174,4 3(3)

5 180,0 6(3)

5a 126,6 - - - 6(2); 7(3)

6 129,9 8,19 (d) 3nerr 7,3 7(3) 7(2)

7 134,9 7,68-7,82 (m) - 6(3) 6(2)

8 133,4 7,68-7,82 (m) 9(2)

9 125,6 7,68-7,82 (m) 8(2)

%a 1314 - 9(2)

9b 171,1 - 3(3); 9(3)

S es 3(4w);10°°(4)/3(|3(3); 107(3) / 3(3);

10°/10°*| 20,9/27,6 | 1,05(s)/1,70(s) aw): 10°(4) 10°G3)

11 20,6 4,05-4,16 (m) Striazot (4)
4triazol 145,5 - - 5triazo| (2); 11(2)
Striazol 121,2 7,00 (s) 3(4w); 11(4) 3(3); 11(3)

P 129,2 - - 11(3); 3°(3); 5°(3)

s 3 3 srpay e 3°(2);4°(3); 6°(3)/
2/6 134,0 7,41 (d) Jiran Tyl 1 s e 7,1 3(3)/5°(3) 50y 20 4°0)

) e R ’ ’ 2°(2); 4°(2); 5°(3); /
3°/5 129,1 7,08-7,21 (m) 2°(3)/67°(3) 2OY3G) 62)

4 127,5 7,08-7,21 (m) 2°(3)/6°(3)

a— m = multiplicidade; b — n = nimero de ligagdes quimicas; ¢ — “w” significa correlacdo
de fraca intensidade.

O espectro de massas de alta resolucdo mostrou para [M+Na]" o valor de 488.0482. O
calculado para C,3H19N303sSeNa” foi de 488.0489.

3.1.3.4 Composto 71

O composto 71 foi obtido como um sélido vermelho em 43% de rendimento. O
espectro de RMN de 'H (Figura 15) apresentou em & 1,71 e 1,60 referentes as metilas. Em
0 4,89 vemos um simpleto referente ao hidrogénio 3. Os hidrogénios metilénicos 11

apresentam-se como simpleto em ¢ 5,51.
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Figura 15. Espectro de RMN de *H do composto 71 (200 MHz, CDCls).

Foi realizado um experimento de APT (da sigla em inglés “attached proton test”) para
identificacdo dos carbonos da estrutura (Figura 16). Este experimento diferencia carbonos
hidrogenados de carbonos ndo-hidrogenados, bem como carbonos ligados a um numero
impar de hidrogénio de carbonos ligados a um nidmero par de hidrogénios. Observa-se 27
sinais, devido a simetria da estrutura, fazendo com que os carbonos 2” ¢ 6” tenham o
mesmo deslocamento quimicos, bem como os carbonos 3” e 57, como pode ser observado
na tabela 6. Nota-se em ¢ 44,8 o sinal referente ao carbono metilénico. Além disso,
verificam-se em fase negativa a presenca de 11 carbonos ndo-hidrogenados, de acordo com

a estrutura do produto.
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Figura 16. Espectro de RMN de *C APT do composto 71 (100 MHz, CDCls).

Para o assinalamento inequivoco dos &tomos foram realizados experimentos de
COSY, HSQC e HMBC. Os dados encontram-se na Tabela 6.
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Tabela 6. Dados de *H e *C NMR do composto 71 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 100 MHz, respectivamente)

sBc

Index (opm) 5*H (m) (ppm) "JHz"® COSY (n)** HMBC (n)*®
2 96,9 - - - 3(2); 10°(2); 107°(2)
3 61,6 4,89 (s) - 10’ (4w) 10°(2); 10°°(2)
3a 115,1 - - - 3(2)
4 175,4 - - - 3(3)
5 181,0 - - - 6(3); 9(4)
5a 1275 - - - 6(2); 7(3); 9(3)
6 129,5 8,12 (d) ez 7,4 7(3); 8(4) 7(2); 8(3); 9(4)
d 3\]H6—H7 7.4, 3\]H7—H8 7.4, 4JH7- .
7 134,6 7,70 (dt) T 6(3); 8(3) 6(2)
H9 4,
3 .3 4
8 1325 7.64(dy? | Jrrre 1A Jggg'g 1.4 e | 7(3): 9(3): 6(4) | 7(2w): 9(2): 6(3w)
H8 4,
9 1251 7,74 (dd)° Vg rio 74 Trize 1,1 8(3) 8(2); 7(3); 6(4w)
%a 131,2 - - - 9(2); 8(3); 3(4)
9b 169,6 - - - 3(3); 9(3); 6(4)
s 1o ) 107°(4)/10°(4); |3(3); 10°°(3) / 3(3);
10°/10°°| 21,8/27,5 | 1,71 (s)/1,60 (5) 3(4w) 10°3)
11 44,8 5,51 (S) - - S triazol (3W)
K 147,8 - - - 3(3); 5°(3)
2’ 110,2 7,14 (s) - 4(4),6°(4) | 4(3); 6(3); 5°(4)
3 131,3 - - - 5°(3)
, 3 5°(3); 2°(4); »ra. £
4 1155 7,02 (d) A 6 (dw) 2°(3); 6°(3)
5 129,8 7,20 (dd) s 1,75 Jus e 8,1 4(3);6°(3) | 4°(2):6°2w);2°(4)
6’ 11310 6:56 (dd) 3JHS’-H()’ 8111 4‘JHZ’-Hﬁ’ 2:2 5 S_},), 2 (4), 5 (2), 2 (3), 4 (3)
(4w),
A riazol 148,3 _ _ _ 5triazo|4$’2()3;)2 (3);
5triazo| 11915 7759 (5) - 11(3)
1 127.4 - - - 11(3); 3”°(3); 5°(3)
37(2);4°(3); 67(3)
27/6 | 134,8 7,50 (d) 83ip113-6,92dis5 116 6,9 3°(3)/57(3) /5°(2); 2°(3);
4°(3)
29 29 _ - 29 29 2”(2); 4”(2);/
3/5 129,6 7,28-7,40 (m) 2°(3)/67(3) 20 67)
4” 128,9 7,28-7,40 (m) - - 2°(3)/67°(3)
NH - 3,70-4,37 (sl) - - -

a—m = multiplicidade; b — n = nimero de liga¢bes quimicas; ¢ — “w” significa correlacdes
de fraca intensidade; d — multiplicidade obtida a partir do espectro de 'H spectrum
processado com a transformacéo de Lorentz-Gauss (Ib = -0.2, gb = 30 %).

O espectro de massas de alta resolucéo indicou [M+Na]* 579,0890, concordando com
o valor calculado para CooH2sN4O3SeNa” de 579,0911.
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3.1.4.5 Composto 74

O composto 74 foi obtido como um sélido amarelo, em 90% de rendimento. O
espectro de RMN de ‘H (Figura 17) em concordancia com o esperado. Destacam-se 0s
sinais dupletos duplos em o 2,95 e 3,26, com integracdo 1 atomo cada, relativos aos
hidrogénios metilénicos 3, que acoplam entre si e com o hidrogénio 2 que, por sua vez, é
registrado em 6 5,23 — 5,32, como um multipleto, pois acopla com os hidrogénios
diastereotopicos do carbono metilénico 10 e com os hidrogénios diastereotopicos do
carbono 3. Em ¢ 4,05 vemos o simpleto de integracdo 2 referente aos hidrogénios do

carbono metilénico 11.
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Figura 17. Espectro de RMN de *H do composto 74 (400 MHz, CDCls).

). 956

o
=]
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Abaixo segue a Tabela 7 com o assinalamento inequivoco de todos os atomos de
carbono e hidrogénio da molécula, obtidos através de experimentos de **C, COSY, HSQC
e HMBC.
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Tabela 7. Dados de *H e *C NMR do composto 74 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 50 MHz, respectivamente)

sBc

Index (opm) 5*H (m) (ppm) "JHz"® COSY (n)** HMBC (n)*®
i i 3a(3); 3b(3); 3a(2); 3b(2);
2 830 | 523-532(m) 10a(3): 10b(3) | 10a(2): 10b(2)
2,95 (dd) /3,26 | “Jpzarian 17,4 2o 8,17 | 3b(2); 2(3) / _
3 30.1 (dd) 2JH3a-H3b 17,4, 3\]H2—H3b 10,6 3a(2); 2(3) 10a(3); 10b(3)
. . i 3a(2); 3b(2);
3a 1241 10a(4); 10b(4)
4 181,6 - - - 3a(3); 3b(3); 5(3)
4a 131,3 - - - 5(2); 6(3)
5 126,2 7,93 (dd) *Jusre 7,4 “Jnsrz 1,6 6(3); 7(4w) 6(2)
%) 7,4:% 74::49
6 133,2 7,62 (dt) Ho-He T Hf'g7 o YHE L 5(3): 8(4w) 5(2)
H8 -+,
3 .3 .
7| 1344 | 766(a) Inor 14 e 14| g3 5(aw) 8(2)
Jhsr7 1,6
8 126,4 8,00 (dd) *Jpi.ne 7,4 “Jners 1,5 7(3); 6(4w) 7(2)
8a 132,7 - - - 8(2); 7(3)
. . i 8(3); 3a(4w);
9 177,2 3baw):
9a 159,0 - - - 2(3w); 3a(2); 3b(2)
, , 10b(2); 2(3);
4,57 (dd) / 4,64 |“Ju0a-rob 14,7; "Inz-n10a 5,6 /| Striazer (4W) / )
10 52,9 3a(3); 3b(3
(dd) 2JHloa-Hlob 14,7, 3JHz-Hlob 3,9 | 10a(2); 2(3); a(3); 36(3)
r:-’triazol (4W)
11 20,3 4,05 (5) Striazol(4W)
4triazol 14614 ¢ - - - 5trialzol (2); 11(2)
_ i i 10a(4w); 10a(3); 10b(3);
Swiazot | 1231 | 7,32-7,37 (m) 10b(dw): 11(4w) 113)
, i i i 11 (3); 2°(2); 6°(2);
1 129,7 33 5°3)
. i , , 3°(2); 4°(3); 6°Bw)y/
2°/6 133,1 | 7,32-7,37 (m) 3°(3)/5°(3) 52 Gy 4°03)
. i i , , 2°(2); 4(2);5°3) /
3°/5 129,1 | 7,11-7,17 (m) 2°(3)/6°(3) 2060y 30)
4 127,4 | 7,11-7,17 (m) - 2°(3); 6°(3)

a — m = multiplicidade; b — n = nimero de ligacdes quimicas; ¢ — “w” significa correlacédo
de fraca intensidade; d — ressonancia de C4yiszo fOi acessada somente através de deteccdo
inversa (HMBC).

3.1.4.6 Composto 78

O composto 78 foi obtido como um sélido vermelho em 42% de rendimento. O
espectro de RMN de *H (Figura 18) foi concordante com o esperado. Nota-se em ¢ 4,45

um dupleto de integracdo 2 referente aos hidrogénios do carbono metilénico 9, que no
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intermediério 46 apresentavam-se como dupleto duplo, devido ao acoplamento com o
hidrogénio da amina e ao acoplamento de longa distancia com o hidrogénio do alquino
terminal; sendo que com a formacdo do triazol, restou apenas o acoplamento com o
hidrogénio da amina. Em ¢ 5,68 nota-se o simpleto referente aos hidrogénios do carbono

metilénico 10. O hidrogénio 3 é visto em § 5,77 como um simpleto.

L3132

—8.1138
——8.0947
—8.0516
—7.2940
—T7.2757
—7.2621

——-7.3286

—3.0704
_—7.3323

5 triazol

Ppm

1

7
1.958

Figura 18. Espectro de RMN de *H do composto 78 (400 MHz, CDCls).
Foram realizados experimentos de *C, COSY, HSQC e HMBC, com o fim de

assinalar inequivocamente todos os atomos de carbono e hidrogénio do composto. Tais

assinalamentos encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados de *H e *C NMR do composto 78 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 50 MHz, respectivamente)

sBc

Index 5*H (m) (ppm) "J/Hz ® COSY (n)"* HMBC (n)>®
(ppm) PP
1 183,0 - - - 8(3w)
2 143,2 - - - 9(3w)
3 101,7 5,77 (5) - 9(5w)
4 181,6 - - - 3(2); 5(3w)
4a 133,4 - - - 3(3); 5(2w)
5 126,3 8,06 (dd) . *Jus-H6 73,6; A 1’:2 6(3); 7(4w) 6(2w)
d Jns-ne 7,6; “Inenz 7,65 5 “Jne-|  5(3); 7(3w);
6 134,78 7,74 (dt) e 8(4w) 5(2w)
3 3
Jr-H7 7,65 Inz-mg 7,6; 8(3); 6(3w);
132,2 7,64 (dt) 13 5 (4w)
126,2 8,10 (dd) *Jpi7.s 7,6; “Jners 1,3 7(3); 6(4w)
8a 130,4 - - - 8(2w)
HN(3); 3(5w);
9 38,1 4,45 (d Jionn 5,8
( ) HO-HN 5triazo| (4W)
4'triazol 14714 - - - 9(2)
Striazol 121,7 7,39 (s) - 9(4); 10(4w) 9(3w)
10 44,7 5168 (S) 5triazo| (4W)
v 127,0 - - - 10(3)
3o 1,85 s 1,5/
2’/6> | 134,82° 7,46 (dd H2-H3" o5, T4 3°(3)/5°(3
(dd) 3JH5’-H6’ 7,8, 4‘JH4’-H6’ 15 (3) (3)
3/5° 129,7 7,27-7,35 (m) - 2°(3)/ 6°(3)
VR 129,1 7,27-7,35 (m) -
HN - 6,22-6,35 (M) - 9(3) -

a —m = multiplicidade; b — n = nimero de liga¢des quimicas; ¢ — “w” significa correlacdo
de fraca intensidade; d — deslocamento quimico de C obtido através do espectro
processado com a transformagéo de Lorentz-Gauss (Ib =-0.3, gb = 30 %).

O espectro de massas de alta resolugdo apresentou o valor de 425,0512 para [M+H]",

muito proximo ao calculado de 425,0517 para CoH1sN;O,SeH".

Uma amostra deste composto foi dissolvido em uma mistura de hexano e

diclorometano e o sistema foi deixado evaporar lentamente, obtendo-se um cristal desta

amostra, sendo possivel a analise dessa estrutura por cristalografia de difracdo de raios X.

A Figura 19 mostra a projecdo de ORTEP-3 obtida para este composto. Os dados

cristalogréficos para a estrutura foram depositados no “Cambridge Crystallographic Data

Centre”, sob o nimero CCDC 1063534.
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Figura 19. Proje(;é{b de ORTEP-3 da estrutura 78.

3.1.4.7. Composto 81

O composto 81 foi obtido como um s6lido amarelo em 65% de rendimento. O espectro
de RMN de *H (Figura 20) foi concordante com o esperado. Nota-se em J 4,36 e 4,34 dois
dupletos de integracdo 1 cada, referentes aos hidrogénios diastereotopicos do carbono
metilénico 2. Em ¢ 5,00 nota-se o simpleto referente ao hidrogénio 3. O hidrogénio 4 é

registrado em 6 5,41, também como um simpleto.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H do composto 81 (400 MHz, CDCls).
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Com a finalidade de assinalar inequivocamente todos os atomos de carbono e

hidrogénio do composto, foram realizados experimentos de *C, COSY, HSQC e HMBC,

Os assinalamentos encontram-se na Tabela 9.
Tabela 9. Dados de *H e *C NMR do composto 81 em CDCl; a 301 K
(dados de *H and *3C obtidos a 400 and 50 MHz, respectivamente)

Index | §°C (ppm) | 6'H (m) (ppm)? "J/Hz® COSY (n)°° HMBC (n)"
2 2b(2); 3(3); 4(4) /1
2 64,4 4,36 (dl) /4,54 (d) Jhiza-tzn 12,8 22(2): 33): 4(4) 4(3)
. : 4(2); 2a(2); 2b(2);
3 56,4 5,00 4(3w); 2a(3); 2b(3 "
(S) ( W) a( ) ( ) 5triazol (3f); 2 (4)
. . 3(2); 2a(3); 2b(3);
4 37,2 5,42 () 3(3w); 2a(4); 2b(4) 237(3); 37(4)
4a 120,0 - - 4(2); 33)
5 182,2 - - 4(3); 6(3); 7(4w); 9(4w)
5a 130,9 - - - 6(2); 7(3); 9(3w)
6 126,7 7,89 (dd) ®Jue-t17 6,8; *Jug.ps 2,0 7(3); 9(5w) 7(2)
7 133,6 7,64-7,70 (m)° j 6(3) 6(2); 9(3w)
8 134,5 7,64-7,70 (m)° j 9(3) 9(2); 6(3w)
9 126,6 8,12 (dd) 3316110 6,9; “Jpi7.10 1,9 8(3); 6(5w) 8(2)
%a 131,9 - - - 9(2); 6(3w); 8(3)
10 178,4 - - 9(3); 6(4w); 8(4w)
10a 155,0 - - 2a(3); 2b(3); 4(3)
4 triazol 145|9 - - 5 triazol (2)1 11(2)
5 triazol 120,3 7,20 (s) 14(4) 11(3)
11 20,3 4104 (S) 5 triazol (4) 5 triazol (3W)
K 1293° - - 11(3);3°(3); 5°(3)
e 3 3 33 4@)/5°03); [3°(2);4(3); 6°(3) 5°(2);
2°/6 1335 7,31 (d) iy 104 1 3ysne 7,4 4(d) 20y 40)
3 .3 3 5 e ) .
e Iz 14 Ty 741 g | 2°B)4°B)/4°3)5 | 4509y <5 2.
3°/5 128,9 7,0 (t _ ; 4(2);5°3)/4(2);2°(3
® w5 7,4 Ypse 7,4 6’(3) (2):503)/4(2):2°0)
4 127,5 6,92 (1) izma 145 nams 74 FO 56’((1))1 2 2°(3); 6°(3)
” i i 4(2); 3(3); 3°(3); 97°(3);
1 135,9 4?’(4W); 6’?(4W)
2> 125,7 7,06 (d) 3hprans 1,1 2°(3); 47 (4) 3°(2);47(3)
3> 124,9 7,25 (dd) 3hprans 1L S 8,2 27°(3);4”(3) 27(2);4°(2)
» 3 37(3);27°(4); 22 2. 30
4 129,1 7,72 (d) Jisaia 8,2 6 (dw): 9 (5w) 2°(3); 67°(3)
N i i 6(2);373); 7°03);
5 134,3 9 (3)
Y 3 7”(3)1 4,’(4W), 29 . QY . Q2
6 129,2 7,84 (d) Jhenr 8,1 84y 9 (5w) 4°(3); 87°(3); 97’ (4w)
7 126,5 7,50 (1) 3Juermr 8.1 SJgms 1,5 | 67°(3); 87°(3); 9°°(4) 9°(3)
8” 1278 7,62 (1) S Jurpse 155 ngepo- 8,6 | 77°(3);97(3); 67°(4) 6”(3)
’ 3 8(3); 77°(4); 87(2); 7°(3); 67°(4);
9 122,7 8,41 (d) ‘]HS”-H9” 8,6 4”(5W), 6”(5W) 2”(4W)
4(3); 9(2); 2°(3);
107 ] 1304 - - 47(3); 67(3); 8703);

37 (4w); 7 (4w)

a—m = multiplicidade; b — n = nimero de liga¢des quimicas; ¢ — “w” significa correlacdo
de fraca intensidade; d — multiplicidade ou faixa de multipleto obtida através do espectro
de *H processado com a transformacéo de Lorentz-Gauss (Ib = -0.3, gb = 30 %): e — sinal
de baixa intensidade devido a sobreposicéo parcial com a ressonancia de C6” (ressonancia
de C1°’ foi confirmada também).
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3.2 Avaliacéo farmacologica

Foram realizados testes bioldgicos com os triazéis, bem como com alguns
intermediarios, visando avaliar sua atividade citotoxica contra 6 linhagens de células
tumorais e 3 linhagens de células normais. Estes estudos foram realizados em colaboracéo
com grupo da Professora Claudia Pessoa, da Universidade Federal do Ceara.
Doxorubicina, um farmaco utilizado no tratamento do céancer, foi utilizado como controle
positivo. Os compostos foram avaliados in vitro, baseado no ensaio MTT.>®

As moléculas foram avaliadas contra as seguintes linhagens de células tumorais:
HL-60 (leucemia), HCT-116 (cdlon), PC3 (prdstata), SF295 (sistema nervoso central) e
MDA-MB-435 (mama), OVCAR-8 (ovarios). As linhagens de células normais utilizadas
foram: PBMC (células mononucleares de sangue periférico), V79 (fibroblastos murinos),
L929 (fibroblastos murinos). Os resultados estdo expostos na Tabela 10 (com destaque em
negrito para os compostos que apresentaram ICsp < 2 uM) e na Figura 21.

58. Mosmann, T.; Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to proliferation and
cytotoxicity assays. J. Immunol. Methods. 1983, 65, 55-63.
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Tabela 10. Atividade citotdxica apresentada pelos derivados e pelo controle positivo Doxorubicina [ICs, (UM) (95% CI)].2

Células tumorais Células sadias
Substancias HL-60 HCT-116 PC3 SF295 MDA- OVCAR-8 PBMC V79 L929
MB-435
25
[ o
>13,99 >13,99 >13,99 >13,99 >13,99 >13,99 >13,99 >13,99 >13,99
o HN\©/
24
i o 1,66 2,96 2,15 2,05 2,72 1,48 6,11 3,67 4,13
O‘ (1,09-2,22) | (2,19-3,81) | (1,94-2,36) | (1,52-2,54) | (2,33-3,28) | (1,38-1,62) | (5,65-6,88) | (2,89-4,45) | (3,28-4,87)
O N
68
2,00 4,90 2,60 1,88 1,49 3,09 4,16 3,65 3,30
X \©/NCN o (1,74-2,25) | (4,62-5,76) | (2,18-2,86) | (1,47-2,26) | (1,30-1,70) | (1,98-4,85) | (3,93-4,44) | (3,21-3,81) | (2,81-3,58)
5,46 2,24 3,89 4,20 3,85 2,55 4,45 5,20 5,46
4,87-6,10) | (1,71-2,53) | (3,18-4,47) | (3,93-4,89) | (3,49-4,33) | (2,05-2,95) | (3,91-5,14) | (4,62-5,43) | (4,97-6,00)
1,43 2,48 1,68 1,93 1,54 2,24 3,58 2,40 2,04
(1,32-1,54) | (2,32-2,68) | (1,52-2,02) | (1,76-2,12) | (1,46-1,62) | (1,99-2,70) | (3,34-3,86) | (2,29-2,51) | (1,74-2,43)
1,22 1,11 1,90 1,52 1,31 0,92 1,87 2,17 1,74
(1,13-1,35) | (0,84-1,26) | (1,60-2,01) | (1,44-1,67) | (1,22-1,52) | (0,88-1,22) | (3,25-2,26) | (2,03-2,31) | (1,67-1,94)
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2,59 4,60 5,15 1456 3,93 713 6,46 6,06 5,33
(2,30-2,94) | (3,78-5,59) | (4,63-5,80) ’ (3,44-4,40) | (6,12-8,30) | (5,50-7,10) | (5,36-6,55) | (5,15-5,53)
2,23 3,30 4,09 3,04 2,52 3,53 3,16 4,20 3,68
(1,78-2,67) | (2,90-3,68) | (3,49-4,57) | (2,64-3,82) | (2,23-2,75) | (3,34-3,75) | (2,86-3,49) | (3,82-4,90) | (3,45-4,34)
1,08 1,28 1,71 1,08 0,88 0,68 3,33 3,78 3,38
(0,86-1,49) | (1,04-1,57) | (1,44-2,03) | (0,94-1,46) | (0,76-1,06) | (0,43-1,06) | (2,94-3,56) | (3,73-3,94) | (3,06-3,65)
1,59 2,54 2,95 2,65 2,15 2,80 3,23 4,03 3,77
(1,34-1,87) | (1,55-2,88) | (2,22-3,47) | (2,39-3,34) | (2,00-2,32) | (2,45-3,34) | (2,43-3,96) | (3,29-4,63) | (3,06-4,48)
0,26 1,48 1,86 2,59 2,04 2,53 2,80 2,16 2,50
(0,20-0,35) | (1,34-1,69) | (1,69-2,39) | (2,36-2,85) | (1,78-2,18) | (2,33-2,74) | (2,30-3,35) | (1,83-2,68) | (2,33-2,77)
3,08 0,89 1,74 3,23 1,19 1,34 od 3,27 2,67
1,48-6,46" | (0,82-1,00) | (1,22-2,15) | 2,38-4,38° | 1,08-1,34" | (1,15-1,45) (2,97-3,53) | (2,26-3,49)
0,07 0,14 0,38 0,34 0,23 0,20 1,39 1,13 0,94
(0,02-0,16) | (0,11-0,25) | (0,29-0,67) | (0,20-0,45) | (0,16-0,38) | (0,14-0,43) | (1,12-1,53) | (1,03-1,26) | (0,86-1,15)

64



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Tese de doutorado — Eduardo H. G. da Cruz
Resultados e discussao

70
so@y 1,29 2,52 2,43 131 1,06 2,26 1,76 2,65 2,30
NI sern (1,03-1,59) | (2,00-2,88) | (1,87-3.21) | (1,10-1,59) | (0.99-1,12) | (1,66-3,06) | (144-2,11) | (1,76-3,16) | (1,89-2,71)
(o]
20
Oé ’ © B 45) | 063 0,51 0,39 0,39 035 1,80 0,82 1,06
2oL 1 (0,43-0,86) | (0,24-059) | (0,31-043) | (027-0,59) | (0,12-047) | (157-2,15) | (0,67-1,14) | (0,94-1,18)
o .
75
I (0]
O‘ 0,13 0,24 0,24 0,22 0,29 0,07 1,31 0,44 0,62
¢ (0,04-0,29) | (0,18-0,31) | (0,20-027) | (0,20-0,24) | (0,22-0,33) | (0,02-0,13) | (1,11-1,40) | (0,22-0,60) | (0,49-0,78)
ES SePh
N@ﬁ
S
O‘ 3 o 0.2 0:39 035 020 035 321 2,47 2,15
(0,20-0,43) | (0,16-0,39) | (0,16-0,63) | (0,12-0,47) | (0,04-0.27) | (0,27-0,43) | (258-4.27) | (2,27-3,02) | (1,88-2,70)
[¢]
74

3 N e 0,82 2,42 1,40 0,98 0,62 0,91 2,80 2,02 2,15
O ° (0,58-1,09) | (1,80-3,26) | (1,13-1,71) | (0,69-1,44) | (0,42-1,02) | (0,75-1,11) | (2,53-3,04) | (1,64-2,44) | (2,04-2,53)
(o]

77
P 2,14 3,25 2,25 2,93 2,01 2,58 6,34 2,51 3,43
C (1,99-2,49) | (3,01-3,76) | (1,92-2,40) | (2,77-3,08) | (1,64-2,47) | (2,21-2,97) | (5,70-6,66) | (2,03-2,86) | (3,01-3,78)
Cl
[¢]

76

0 =N, el
PP e 1,15 1,67 2,29 1,61 1,43 2,37 3,86 3,03 3,30
O‘ . (0,96-1,23) | (1,43-2,05) | (2,07-2,53) | (1,43-1,89) | (1,17-1,81) | (1,87-2,49) | (3,78-4,04) | (2,87-3,40) | (2,97-3,62)
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78
0 N=N, jePh
RN 1,13 1,72 2,08 0,97 3,09 1,89 4,75 3,99 3,83
O‘ (0,78-1,20) | (1,42-1,98) | (1,84-2,41) | (0,85-1,28) | (2,72-3,76) | (1,46-2,67) | (4,44-5,06) | (3,40-4,49) | (3,76-3,97)
o
79
e
N\/)\\Seph >12,68 >12,68 >12,68 >12,68 >12,68 >12,68 >12,68 >12,68 >12,68
o
8,26 7,22 7,79 5,58 6,82 7,90 7,45 6,74 7,16
(8,00-9,17) | (6,78-7,56) | (7,46-8,07) | (5,41-6,00) | (6,23-7,16) | (7,37-8,19) | (7,24-7,71) | (6,04-7,05) | (6,91-7,50)
>8,67 >8,67 >8,67 >8,67 >8,67 >8,67 >8,67 >8,67 >8,67
0,38[1,56] | 0,21[0,86] | 0,40 [1,65] | 0,23 [0,94] (8'1265_ 0,31 [1,27] >5 ) )
(0,27-0,41) | (0,18-0,23) | (0,34-0,47) | (0,17-0,25) 0.33) (0,28-0,34) | [>20,63]
o L
DOXO 0,03 [0,05] | 0,08 [0,14] | 0,01 [0,01] | 0,27 [0,49] 0,88 0,51[0,93] | 0,29[0,53] | 0,15[0,27] | 0,12[0,22]
(0,01-0,05) | (0,05-0,11) | (0,01-0,02) | (0,23-0,31) | (0,62-1,21) | (0,46-0,58) | (0,22-0,31) | (0,11-0,19) | (0,08-0,16)

66



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Tese de doutorado — Eduardo H. G. da Cruz
Resultados e discussao

Com excecdo de trés compostos (25, 79 e 81), todos os derivados testados
apresentaram atividade citotoxica. Verificou-se que alguns compostos foram considerados
altamente ativos (ICso < 2 M) para todas as linhagens de células tumorais, 0s quais estdo
destacados na Tabela 10. A Figura 21 mostra um grafico comparando a citotoxicidade
destes com a doxorubicina. Verifica-se uma tendéncia a seletividade nos derivados, ndo

observada na doxorubicina.

WS

w73

m7/l

w40

W75
m39

DOXO

Figura 21. Atividade citotoxica contra seis linhagens de células tumorais e trés linhagens

de células normais para as substancias 69, 73, 71, 40, 75, 39 e doxorubicina.

Dentre estes, 0 compostos 73 mostrou atividade apenas moderada contra células
normais (2 uM < ICsp < 10 uM) e seu indice de seletividade, a razdo entre citoxidades das
linhagens de células normais versus linhagens de células tumorais, calculada pela formula:

ICsp (células normais) / ICs (células tumorais), estd na Tabela 11.
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Tabela 11. indice de seletividade [Raz&o entre as citotoxidades, expressas como ICs

(uM), contra L929, V79 e PBMC e as linhas de células tumorais referidas]. Para o

composto 73 e doxorubicina entre parénteses.

Linhagens Linhagens celulares
de células normais
tumorais
PBMC V79 L929
3,08
HL-60 (9.67) 3,50 (5) 3,13 (4)
2,60 2,95 2,64
ICTHS @6y sy s
1,95 2,21 1,98
PC3 (29) (15) (12)
3,08 3,50 3,13
SF295  (107) (055)  (0.44)
MDA- 3,78 4,30 3,84
MB-435 (0,33) (0,17)  (0,14)
OVCAR- 4,90 5,56 4,97
8 (057)  (0,29)  (0,24)

Para as linhagens SF295, MDA-MB-435 e OVCAR-8 o0 composto 73 foi mais seletivo

frente as trés linhagens normais testadas, que a doxorubicina. Para a linhagem HCT-116 o

composto 73 foi mais seletivo que a doxorubicina frente as linhagens normais V79 e L929.

Nota-se, no entanto, que a doxorubicina é altamente ativa (ICsp < 2 uM) frente a todas as

linhagens tumorais testadas.

Foram selecionados dois triazéis (70 e 71), derivados da nor-f-lapachona para analisar

a atividade mimética da enzima GPx exercida por essas moléculas, na reducdo de

peroxido. O teste é feito em comparacdo com o ebselen, medindo a concentracdo do

cofator, GSH, que é oxidado a GSSG no processo. A Tabela 12 mostra os valores

encontrados.
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Tabela 12. Atividade mimética da Glutationa peroxidase dos compostos 70 e 71,

comparadas ao Ebselen.

Composto Tso (Min) Atividade relativa
ebselen 141,27 (£12.89) 1
70 162.44 (+8.16) 0.87
71 200.26 (+6.67) 0.70

Tso € 0 tempo requerido, em minutos, para reduzir a concentracdo da glutationa
reduzida por 50%, apds a adicdo de H,O,. Baseado nestes dados foi plotado um gréfico
comparando as atividades miméticas (Figura 22). Nota-se que 0s compostos apresentaram
uma atividade muito semelhante a do ebselen. Este resultado mostra que 0s compostos sao
capazes de utilizar a espécie reativa de oxigénio, no caso o perdxido, reagindo com o

cofator tiol, como pretendido ao se planejar a estrutura.

50+

- Ebselen
- 70
= 71

PhSSPh (nmol)

0 100 200 300

Tempo (seg)
Figura 22. Atividade mimética da enzima glutationa peroxidase observada nos compostos
70, 71 e ebselen.

Estes mesmos compostos (70 e 71) foram selecionados para testes envolvendo a
dependéncia da enzima NQO1 (NADPH quinona dehidrogenase 1) em sua citotoxicidade.
A enzima NQO1 é capaz de reduzir o nucleo naftoquinoidal iniciando a cadeia de

producdo de espécies reativas de oxigénio que podem resultar na apoptose da célula. A
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relacdo com essa enzima é especialmente interessante quando nota-se que a maioria das
células tumorais possui uma elevada taxa NQO1, quando comparada com células normais.

A Figura 23 mostra os graficos de viabilidade celular em funcéo da concentracao da
quinona para estes compostos, na auséncia de DIC (dicumarol), um inibidor da NQOL1 e na
presenca deste. Também foi realizado para efeito de comparagdo o teste com a f-
lapachona. Foi utilizada a linhagem de células tumorais A549 adenocarcinoma pulmonar
de céulas ndo pequenas.

A243 A540

1.0
1.0

- sem adigdo
= DIC & sem adigdo

- CIC

0.3

Relative Survival (TXC)

Relative Survival [T/C)

1 I 1 1 1
oo o5 10 45 20 25 30 35
Composto 71 (pM, 2 h)

Dl —————————r—
o0 03 10 15 20 25 30 IS
Composto 70'[pM, 2 h)

A549

s I
= 9
3 ]
£ -8 sem adigio
3 0.5+ 4 CIC
2
i
]
1.4

. e ——————————

0 1 2 &) 4 ] 1]

{F-lapachona (pm, 2 h}

Figura 23. Compostos 71, 70, e f-lapachona avaliados em sua dependéncia de NQO1.

Verificou-se nesse estudo uma alta letalidade das células quando expostas aos
compostos 70 e 71, bem como para a S-lapachona. Essa letalidade porém é quase cessada
com a adicdo do inibidor da enzima NQO1, mostrando a intrinseca relagdo desta enzima
com a citotoxicidade destes compostos, permitindo afirmar que a a¢do dos mesmos €
dependente da enzima NQO1.

Estes resultados foram muito animadores e resultaram em uma publicagdo no

European Journal of Medicinal Chemistry (vide apéndice) e também estimularam para que
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0s compostos sintetizados fossem resguardados através de uma patente depositada no
Escritorio de Patentes e Marcas dos Estados Unidos (United States Patent and Trademark

Office) (vide apéndice).

3.3.1. Sintese dos compostos 1,2,3-triazdlicos derivados da g-lapachona

Dada a atividade citotdxica apresentada pelo composto 69 e a importancia da S-
lapachona e seus derivados em pesquisas de atividade citotoxica contra células tumorais,
essa naftoquinona foi escolhida para uma nova série de compostos 1,2,3-triazélicos
envolvendo compostos diferentes compostos organo-selénio, bem como um derivado com
0 4tomo de enxofre no lugar do selénio. A reacdo foi realizada de forma similar a mostrada
anteriormente, utilizando sulfato de cobre pentahidratado como catalisador e ascorbato de
sodio para reduzir o cobre Il a cobre | e uma mistura de agua e diclorometano 1:1 como

solvente (Esquema 43).
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Porgao naftoquinoidal Porgéo organo-selénio Produto esperado

CuS0,.5H,0

+ \\\/Se asc. de sodio
CH,Cly/H,0

(59) ta. 24h

2

S CuS0,.5H,0
+ \\/Se asc. de sodio
©\ CH,Cl,/H,0

(60) t.a. 24h

“ CuS0,4.5H,0
+ \\/Se asc. de sodio
O\ CH,Cl,/H,0
(61) ta. 24h

CuS0,.5H,0
+ \\\/Se asc. de sodio
©\ CH,Cly/H,0

(62) t.a. 24h

CuS04.5H,0
S 4-0H
+ N_se_s asc. de sodio

CH,Cly/H,0
(63) t:a. 24h

S CuS0,4.5H,0
+ A Se asc. de sodio

CH,Cl,/H,0
(64) t.a. 24h

CuS0,4.5H,0
N 4 2
+ N se_~_- asc. de sédio

CH,Cl,/H,0
(65) t.a. 24h

Esquema 43. Compostos 1,2,3-triazélicos derivados da S-lapachona (2).

Todas as substancias foram caracterizadas através de espectrometria de RMN de 'H e
3C, bem como espectrometria de massas de alta resolucdo e espectroscopia de
infravermelho. Todos 0s espectros encontram-se no apéndice. Abaixo segue a anéalise dos
espectros de um destes derivados desta familia de compostos.

Esse grupo de substancias foi enviado para a realizagdo de testes de atividade

citotoxica e sdo esperados em breve os resultados para analise.
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Porgao naftoquinoidal Porgao organo-enxofre Produto esperado

CUSO4.5H20

+ \/s asc. de sédio
CH,CI,/H,0
(66) t.a. 24h

Esquema 44. Proposta para a sintese dos triazois com grupo organo-enxofre.

Devido a semelhanca estrutural entre estas substancias, um destes compostos foi
selecionado para uma breve exposicdo de seus espectros de ressonancia magnética nuclear

como segue abaixo. Os demais espectros encontram-se na secéo de apéndices.

3.3.2. Discusséo dos dados espectroscépicos do composto 85

O produto 85 foi obtido em 25% de rendimento e purificado em coluna
cromatografica, com gradiente variavel de acetato de etila em hexano como fase movel. O
espectro de RMN de *H (Figura 24) pode-se observar sinais caracteristicos das metilas em
0 1,75 e 1,64. Também nota-se um dupleto em 6 4,90 referente ao hidrogénio 3, ligado ao
atomo de bromo, mais blindado que o hidrogénio 4, ligado ao nitrogénio, que apresenta o
dupleto referente em § 5,56. Os hidrogénios metilénicos foram registrados como um
simpleto em 6 4,12. Os dupletos com integracdo de dois hidrogénios cada em 6 7,22 e 7,41
pertencem aos hidrogénios do anel aromatico ligado ao selénio. O hidrogénio triazolico
encontra-se em ¢ 7,54, enquanto os hidrogénios do anel aromaético naftoquinoidal foram
registrados como dois tripletos em 6 7,65 e 7,74 e dois dupletos mais desblindados em ¢
7,90 e 8,10.
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491
4.89
—4.12
~1.75
~1.64

Se
5/:(
N3
2
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4 3 11' ou 11" ou
11 1"
P
| N
& Pt b ¥
2 S S —
— ~— o mMm o™
65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0
f1 (ppm)

Figura 24. Espectro de RMN de *H do composto 85 (400 MHz, CDCls).

O espectro de RMN de **C (Figura 25) mostrou 21 sinais devido & simetria do anel
aromatico clorado. Em ¢ 20,5 e 27,5 apresentaram-se 0s carbonos metilicos. O carbono
metilénico aparece em ¢ 21,1 e os carbonos metinicos em ¢ 54,5 e 59,0. As carbonilas sdo
registradas em 6 176,4 e 176,8.
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Figura 25 Espectro de RMN de **C do composto 85 (100 MHz, CDCls).
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4. CONCLUSAO

Foram planejados 23 compostos naftoquinoidais inéditos acoplados a um nucleo
organo-selénio através do anel 1,2,3-triazolico, além de 3 intermediarios naftoquinoidais
inéditos com alquino terminal. O planejamento sintético visou unir um grupo gerador de
EROs (naftoquinona) e um grupo usuario de EROs (selénio), a fim de avaliar a atividade
citotoxica antitumoral, bem como a seletividade destes compostos.

A sintese e caracterizacdo destas substancias foi bem sucedida e permitiu levar
adiante os testes bioldgicos. Foi avaliada a citotoxicidade dos triazois e dos intermediarios
frente a seis linhagens de células tumorais e trés linhagens de células normais. Todos 0s
triazdis apresentaram atividade citotdxica, sendo alguns considerados muito ativos (ICsg <
2 uUM) frente a algumas linhagens de células tumorais. Alguns intermediarios também
apresentaram alta atividade citotoxica, o que denota o alto potencial gerador de EROs
dessas substancias. No que concerne a seletividade, os resultados mostraram que 0s
compostos, no geral, apresentam menor citotoxicidade para células normais, porém, esta
citotoxicidade para células normais foi maior que o esperado, possivelmente devido a alta
geragdo de EROs promovida por essas substancias. No entanto, o triazol 73 se mostrou
muito ativo frente a todas as linhagens tumorais e atividade apenas moderada frente as
linhagens normais.

Foi estudada também a atividade mimética da enzima glutationa peroxidase
exercida por dois destes triazois. Os resultados mostraram que esses compostos reagem
com tidis na presenca de peroxido de hidrogénio, evidenciando a capacidade destes
catalisadores de unir geracdo de espécies reativas de oxigénio e, devido a presenca da
porcdo organo-selénio, reagir com estas espécies a custa de substratos presentes no meio
celular. Também foram realizados estudos no que tangem a dependéncia da enzima NQO1
na atividade citotoxica destes dois triazois, comprovando que o mecanismo de acdo destes
compostos passa por essa enzima.

Estes resultados possibilitaram a publicacdo de um artigo no periédico European
Journal of Medicinal Chemistry e também o depdsito de uma patente no Escritorio de
Patentes e Marcas dos Estados Unidos (United States Patent and Trademark Office).

Estimulados pelos resultados obtidos com a primeira familia de compostos, uma

nova familia, baseada na fS-lapachona como porcdo naftoquinoidal, acoplada a diferentes
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compostos organo-selénio, foi também sintetizada. Espera-se melhorar a atividade
citotoxica destes compostos variando-se as caracteristicas estéricas e eletrénicas na por¢do
organo-selénio. Estes compostos foram enviados para a realizacdo dos testes de
bioatividade e os resultados sdo aguardados em breve para analise.

A estratégia de unir uma porcao geradora de EROs a uma porcéo usuaria de EROs
com a finalidade de se obter um composto com alta atividade citotdxica frente a células
tumorais e boa seletividade é relativamente nova e inexplorada. Os fundamentos
necessitam compreensdo, pois se trata basicamente de unir um pro-oxidante a um
antioxidante. Resultados nessa &rea sd@o importantes, pois abrem caminho para um maior

conhecimento e a possibilidade de se obter, no futuro, farmacos mais inteligentes.
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5. EXPERIMENTAL

5.1. Materiais e Equipamentos

A determinacdo estrutural das substancias sintetizadas foi realizada por métodos
instrumentais de espectroscopia de RMN de Hidrogénio e de Carbono-13, espectroscopia
na regido do infravermelho (IV) e por espectrometria de massas. Os espectros de RMN de
'H e de RMN de **C foram obtidos em espectrdmetro Bruker AVANCE DPX200 e Bruker
AVANCE DRX400, utilizando-se TMS como referéncia interna. Os valores de desloca-
mentos quimicos foram referidos em partes por milhdo (ppm) em relacdo ao TMS e as
constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram obtidas por inte-
gracdao com o software Mestre Nova e suas multiplicidades foram descritas da seguinte
forma: s - simpleto; d - dupleto; g-quarteto; m - mutipleto; dd - dupleto duplo, ddd - duplo
dupleto duplo, dl - dupleto largo e dt — dupleto triplo.

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrofotdmetro Per-
kin-Elmer FT-IR, de feixe duplo e IR Prestige-21 Shimadzu em pastilhas de KBr anidro.
Os valores para as absorcdes estdo expressos em namero de onda, utilizando-se como uni-
dade o centimetro reciproco (cm™). Os espectros de massas de alta resolucio foram reali-
zados em aparelho do tipo MicroTOF Ic — Bruker Daltonics., utilizando a técnica de “ioni-
zagao por electrospray”.

As determinacdes de ponto de fusdo foram realizadas no aparelho de Fisher Johns.
Os solventes e reagentes, para fins sintéticos foram tratados, destilados e secos conforme
necessidades requeridas nas metodologias adotadas. O monitoramento das reacdes foi rea-
lizado por meio de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em cromatofolhas de gel
de silica 60F-254, com 0,2 mm de espessura de camada (MERCK). A visualizacdo das
manchas foi efetuada em lampada de Ultravioleta. Para a purificagdo das substancias por
cromatografia em coluna foi utilizada silica gel (Acros Organics 0,035-0,070 mm, diame-
tro de poro ca 6 nm).

As substancias foram nomeadas segundo regras da IUPAC com o auxilio do pro-
grama CS ChemDraw Ultra.

Todas as substancias ndo inéditas foram sintetizadas de acordo com a literatura.
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5.2. Sintese das substancias nao descritas na literatura

3-((3-etinilfenil)amino)-2,2-dimetil-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (31)
o}
o
SO
0

Em um baldo foi adicionado (228 mg, 1 mmol) de 2-hidroxi-3-(2-metil-propenil)-

[1,4]naftoquinona (28) em 25 mL de CHCI3, seguida pela adi¢do de 2 mL de bromo (6 g,
38 mmol). Em 10 s formou-se um precipitado laranja o qual foi repetidas vezes dissolvido
em diclorometano e seco no evaporador rotatorio, para a retirada do excesso de bromo. Foi
adicionado ao sistema, 3-etinilanilina (129 mg, 1,1 mmol) e a solucdo foi deixada sob agi-
tacdo a temperatura ambiente durante 24 horas. A formacdo do derivado 31 foi acompa-
nhada por C.C.D. e, ap6s observado o equilibrio, foi evaporada até a secura. O residuo
obtido foi purificado por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacioné-
ria e uma mistura de hexano com acetato de etila como fase mével, variando-se a propor-
cdo de forma a aumentar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um soli-

do vermelho com 70% de rendimento.

Ponto de fusdo: 205 — 206 °C.

1.V.: (KBr) 3362 (v NH), 3280 (v =C-H), 1645 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (200 MHz, CDCI3) ¢: 8,10 (dd; J = 2,0 e 8,0 Hz; 1H); 7,76-7,58 (m; 3H);
7,12 (t; J =7,8 Hz; 1H); 6,88 (d; J = 7,8 Hz; 1H); 6,69 (s; 1H); 6,58 (dd; J = 2,0 e 8,0 Hz;
1H); 479 (s; 1H); 3,02 (s; 1H); 168 (s; 3H); 157 (s; 3H).
RMN de *C (50 MHz; CDCls) 6: 175,4; 169,7; 147,1; 134,7; 132,7; 131,2; 129,6; 129,4;
128,6; 125,2; 122,9; 122,2; 116,1; 115,0; 114,1, 96,8; 84,1; 61,5, 27,4; 21,8.

ESI/HRMS: (m/z) [M+Na]* 366.1108. Calculado para [C22H17NOs+Na]" 366,1106.
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2,2-dimetil-3-((3-(1-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)amino)-2,3-
dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (71)
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Em um baldo foram adicionados (343 mg, 1 mmol) de 3-((3-etinilfenil)amino)-2,2-
dimetil-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (31) CH,Cl,/H,0 na proporc¢éo 1:1 (6 mL),
CuS0O45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e (azidome-

til)(fenil)selénio (233 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacéo a temperatura
ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em cama-
da delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com Na,SO, e entdo
concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia
em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato
de etila como fase movel, variando-se a proporcéo de forma a aumentar gradativamente a

polaridade. O produto foi obtido como um sélido vermelho em 50% de rendimento.

Ponto de fuséo: 135 — 137 °C.

1.V.: (KBr) 3375 (v NH),1660 (v C=0), 1648 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 6: 8,12 (d; J = 7,4 Hz; 1H — Hg); 7,74 (dd, J = 7,4 e 1,1
Hz, 1H - Ho); 7,70 (dt, J=7,4; 74e 1,1 Hz, 1H - H); 7,64 (td, J=7,4; 7,4 e 1,6 Hz, 1H -
Hg); 7,59 (s, 1H — Hs triazol); 7,50 (d; J = 6,9; 2H — Hy-e H¢»); 7,28 — 7,40 (m, 2H — Hs-e
Hs»); 7,28 — 7,7 Hz; 1H — Hy); 6,56 (dd; J = 8,1 e 2,2 Hz; 1H — Hg¢); 5,51 (s, 2H — Hyy);
4,89 (s; 1H — Hs); 3,70 — 4,37 (sl; 1H - NH); 1,60 (s, 3H — Hyo: ou Hy¢); 1,17 (s, 3H - Hyr
ou Hip).

RMN de *C APT (100 MHz; CDCls) é: 181,0 (Cs); 175,4 (C4); 169,6 (Cgp); 148,3 (C4
triazol); 147,8 (Cy); 134,8 (C,» e Cs»); 134,6 (C7); 132,5 (Cs); 131,3 (Cs:); 131,2 (Coa);
129,8 (Cs:); 129,6 (Cs-e Cs»); 129,5 (Cs); 128,9 (Cy); 127,5 (Csa); 127,4 (Cy); 125,1 (Co);
119,5 (Cs triazol); 115,5 (C4); 115,1 (Cs,); 113,0 (Ce); 110,2 (Cy); 96,9 (Cy); 61,6 (Cs);
44,8 (C11); 27,5 (Cyp- 0u Cyp); 21,8 (Cyo- OU Cyp»).

ESI/HRMS: (m/z) [M+Na]*579.0890. Calculado para [C2gH24N403Se+Na]” 579,0911.
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2,2-dimetil-3-(4-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-dihidronafto[1,2-
b]furan-4,5-diona (70)
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Em um baldo foram adicionados (269 mg, 1 mmol) de 3-Azido-2,2-dimetil-2,3-
diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (30) CH.Cl,/H,O na propor¢cdo 1:1 (6 mL), Cu-
SO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sddio (22 mg, 0,11 mmol) e fenil(prop-2-in-
1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambi-
ente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada
delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQO, e entdo concen-
trada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em colu-
na, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a propor¢do de forma a aumentar gradativamente a polari-

dade. O produto foi obtido como um sélido vermelho em 80% de rendimento.

Ponto de fuséo: 186 — 188 °C.

I.V.: (KBr) 1616 (v C=0) cm™.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) : 8,19 (d; J = 7,3 Hz; 1H — He); 7,82-7,68 (m; 3H — Hy.
9); 7,41 (d; J =7,1 Hz, 2H — H,: e H¢'); 7,21-7,08 (m; 3H — H3-5°); 7,00 (s; 1H — Hs tria-
zol); 5,86 (s; 1H — H3); 4,16-4,05 (m; 2H — H11); 1,70 (s; 3H — Hio: 0u Hyg); 1,05 (s; 3H —
Hio: OuH¢~).
RMN de C (50 MHz; CDCls) ¢: 180,0 (Cs); 174,5 (C4); 171,1 (Cop); 145,5 (C, triazol);
134,9 (Cy); 134,0 (Cy- e C¢); 133,4 (Cs); 131,4 (Cga); 129,9 (Co); 129,2 (Cy); 129,1 (Cs- €
Cs); 127,5 (Cy4); 126,6 (Csa); 125,6 (Co); 121,2 (Cs triazol); 111,2 (Csy); 95,9 (Cy); 66,7
(Cs); 27,6 (Cyo- 0u Cyp); 20,9 (Cyo- 0u Cyp); 20,6 (Cy1).

ESI/HRMS: (m/z) [M+Na]* 488.0482. Calculado para [C23H19N3O3sSe+Na]” 488,0489.
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4-((3-etinilfenil)amino)-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (25)
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Em um bal&o foi adicionado Br-a-lapachona (22) (0,283 g, 1,0 mmol) em 25 mL

de CHClIs3, seguida pela adi¢do de 3-etinilanilina (129 mg, 1,1 mmol) e a solugéo foi dei-
xada sob agitacdo a temperatura ambiente durante 24 horas. A formacéo do derivado 25
foi acompanhada por C.C.D. e, ap6s observado o equilibrio, foi seca em rotavapor. O resi-
duo obtido foi purificado por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase esta-
cionéria e uma mistura de hexano com acetato de etila como fase modvel, variando-se a
proporcdo de forma a aumentar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como

um sélido marrom com 70% de rendimento.

Ponto de fuséo: 196 — 197 °C.

1.V.: (KBr) 3398 (v NH), 3286 (v =C-H), 1655 (v C=0), 1646 (v C=0) cm™.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) 8: 8,11-8,03 (m; 2H); 7,75-7,68 (m; 2H); 7,16 (t; J = 7,5
Hz; 1H); 6,95-6,85 (m; 2H); 6,71 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 4,68 (t; J = 3,7 Hz; 1H); 3,03 (s;
1H); 2,27 (d; J = 3,5 e 14,4 Hz; 1H); 2,02 (d; J = 5,5 e 14,4 Hz; 1H); 1,54 (s; 6H).
RMN de **C (50 MHz; CDCls) : 183,7; 180,0; 155,5; 146,3; 134,6; 133,3; 132,1; 131,0;
129,4; 126,5; 126,3; 123,0; 122,8; 118,4; 117,1; 115,2; 84,1; 79,2; 43,7; 37,4; 28,7; 26,3.
ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 358.1488. Calculado para [C23H1oNOs+H]" 358,1365.
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2,2-dimetil-4-((3-(1-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)amino)-3,4-dihidro-
2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (68)
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Em um baldo foram adicionados (357 mg, 1 mmol) 4-((3-etinilfenil)amino)-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (25) CH,CI,/H,O na proporcéo 1:1
(6 mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sddio (22 mg, 0,11 mmol) e (azi-
dometil)(fenil)selénio (233 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a tempe-
ratura ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em
camada delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQO, e entdo
concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia
em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato
de etila como fase mdvel, variando-se a proporcao de forma a aumentar gradativamente a

polaridade. O produto foi obtido como um sélido vermelho em 75% de rendimento.

Ponto de fuséo: 101 — 102 °C.

I.V.: (KBr) 3382 (v NH), 1677 (v C=0), 1648 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) é: 8,11 (dd; J = 7,1 e 1,7 Hz; 1H — Ho); 8,07 (dd; J = 7,1
e16Hz, 1H - Hg); 7,72 (dt; J=7,1; 7,1 e 1,6 Hz; 1H — Hg); 7,68 (dt; J =7,1;7,1e 1,7
Hz; 1H — Hy); 7,62 (s, 1H - Hs triazol); 7,50 (d, J = 7,4 Hz, 2H — Hs-e Hs»); 7,39-7,33 (m;
1H — Hy); 7,33-7,28 (M, 2H — Hs- e Hs); 7,28-7,26 (m; 1H — Hy'); 7,26-7,20 (m, 1H —
Hs); 7,05 (d; J = 7,7 Hz; 1H — Hy); 6,69 (dd; J = 8,0 e 1,8 Hz; 1H — Hg¢); 5,71 (s; 2H —
Hi,); 4,78 (dd; J =5,6 € 3,4 Hz; 1H — Hy); 2,32 (dd; J = 14,3 e 3,4 Hz; 1H - Hza ou Hgp);
2,06 (dd; J = 14,3 € 5,6 Hz; 1H — H3, ou Hgp); 1,55 (s; 3H — Hyp- ou Hyp»); 1,53 (s; 3H —
Hi1- ou Hyp).

RMN de **C (100 MHz; CDCIs) ¢: 183,5 (Cs); 180,0 (C10); 155,3 (Cioa); 148,5 (C, tria-
zol); 147,4 (Cy); 134,8 (Cy» e C¢»); 134,3 (Cg); 133,1 (Cy); 132,1 (Cqa); 131,3 (C5+); 130,9
(Csa); 129,8 (Cs); 129,6 (C5+e Cs+); 129,0 (Cy); 127,4 (Cy); 126,4 (Cy); 126,2 (Ce); 119,4
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(Cs triazol); 118,9 (C4a); 115,7 (Cy4); 113,6 (Ce); 110,7 (Cy0); 79,1 (Cy); 44,8 (Cyp); 43,2
(Cy); 37,6 (C3); 29,0 (Cy1-0u Cyy); 26,1 (Cyy-0u Cyy).

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 571.1234. Calculado para [CaoH2sN4O03Se+H]" 571,1248.

2,2-dimetil-4-(4-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (67)

]

L

Em um baldo foram adicionados (283 mg, 1 mmol) de 4-azido-2,2-dimetil-3,4-
dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (24) CH,Cl,/H,O na proporcao 1:1 (6 mL), Cu-
SO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sdédio (22 mg, 0,11 mmol) e fenil(prop-2-in-
1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambi-
ente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada
delgada. A fase orgéanica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e entdo concen-
trada em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em colu-
na, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a proporc¢do de forma a aumentar gradativamente a polari-

dade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 70% de rendimento.

Ponto de fusdo: 168 — 169 °C.

1.V.: (KBr) 1676 (v C=0), 1652 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) ¢: 8,18-8,09 (m, 1H); 8,04-7,96 (m, 1H); 7,80-7,68 (m,
2H); 7,50-7,39 (m, 2H); 7,24-7,10 (m, 4H); 5,71 (t; J = 6,3 Hz; 1H); 4,13 (s, 2H); 2,73
(dd; J =5,5e 14,4 Hz; 1H); 2,29 (dd; J = 6,3 e 14,4 Hz; 1H); 1,50 (s, 3H); 1,21 (s, 3H)
RMN de C (50 MHz; CDCls) é: 182,7; 179,5; 156,3; 145,3; 134,7; 133,7; 131,8; 131,1;
129,7; 129,1; 127,5; 126,8; 126,6; 122,0; 115,0; 79,4; 49,6; 39,0; 27,0; 26,5; 20,8.
ESI/HRMS: (m/z) [M+Na]*502.0643. Calculado para [C24H,:N3O3sSe+Na]* 502,0646.

84



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Tese de doutorado — Eduardo H. G. da Cruz
Experimental

UFMG
3-bromo-2,2-dimetil-4-(4-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-2H-

benzo[h]cromeno-5,6-diona (69)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na propor¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e fe-
nil(prop-2-in-1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a tem-
peratura ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia
em camada delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e
entdo concentrada em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por cromato-
grafia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com
acetato de etila como fase movel, variando-se a proporcdo de forma a aumentar gradati-
vamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido laranja em 90% de rendimen-
to.

Ponto de fusdo: 105 — 106 °C.

I.V.: (KBr) 1663 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) é: 8,11 (dd; J = 7,6 e 1,4 Hz; 1H — Hy); 7,90 (dd; J = 7,6
e 1,2 Hz; 1H — Hy); 7,73 (dt; J=7,6; 7,6 e 1,2 Hz; 1H — Hg); 7,63 (dt; J=7,6; 7,6 e 1,4
Hz; 1H — Hy); 7,52-7,48 (m; 2H — H,- e H¢'); 7,48 (s; 1H — Hs triazol); 7,25-7,22 (m; 3H —
Hs--5); 5,55 (d; J = 8,9 Hz; 1H — Hy); 4,93 (d; J = 8,9 Hz; 1H — H3); 4,17 (d, J = 13,3 Hz,
1H — Hiz,); 4,13 (d, J = 13,3 Hz, 1H — Hizp); 1,71 (S; 3H — Hyp- 0u Hyy»); 1,64 (s; 3H — Hyp-
ou Hy»).

RMN de **C (100 MHz; CDCls) é: 177,8 (Ce); 176,4 (Cs); 162,7 (Ciop); 144,5 (Cs-
triazol); 135,2 (Cs); 134,1 (Cys); 132,3 (Co); 130,6 (Cioa); 130,5 (Cea); 129,4 (Cy0); 129,2
(Cy); 129,1 (Cs:5°); 127,6 (Cy4°); 125,3 (Cyo); 125,0 (Cs-triazol); 110,3 (C4a); 83,4 (Cy); 54,4
(Ca); 58,9 (C4); 20,7 (Cy1> 0u Cyy>); 27,4 (Cyp> 0u Cyy); 20,7 (Coo).

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 557.9923. Calculado para [C24H20BrN3;OsSe+H]" 557.9931.
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Em um baldo foi adicionado  4-Bromo-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (0,307 g, 1,0 mmol) em 25 mL de CHCIs, sequida pela adi-
cao de 3-etinilanilina (129 mg, 1,1 mmol) e a solucgéo foi deixada sob agitagdo a tempera-
tura ambiente durante 24 horas. A formacdo do derivado 34 foi acompanhada por C.C.D.
e, apbs observado o equilibrio, foi seca em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi puri-
ficado por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistu-
ra de hexano com acetato de etila como fase movel, variando-se a propor¢do de forma a
aumentar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um s6lido marrom com
65% de rendimento.

Ponto de fuséo: 165 — 166 °C.

1.V.: (KBr) 3398 (v NH), 3286 (v =C-H), 1655 (v C=0), 1648 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8.14-8.04 (m, 2H), 7.78-7.66 (m, 2H), 7.15 (t, J = 8.0
Hz, 1H), 6.91 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.62 (dd, J = 2.1 e 8.0 Hz, 1H), 4.87 (s,
1H), 3.03 (s, 1H), 227 (s, 1H), 165 (s, 3H), 154 (s, 3H).
RMN de *C (100 MHz; CDCl;) ¢: 181,7; 178,7; 159,9; 146,8; 134,6; 133,2; 133,1;
131,5; 129,4; 126,5; 126,3; 123,0; 122,4; 122,1; 116,3; 114,0; 94,9; 83,9; 62,2; 29,5; 27,1;
21,5.

ESI/HRMS: (m/z) [M+Na]* 366.1257. Calculado para [C2H17NOs+Na]" 366,1106.
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2,2-dimetil-3-((3-(1-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)fenil)amino)-2,3-
dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-diona (73)
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Em um baldo foram adicionados (343 mg, 1 mmol) 3-((3-etinilfenil)amino)-2,2-
dimetil-2,3-dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-diona (34) CH,Cl,/H,0 na proporc¢édo 1:1 (6 mL),
CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e (azidome-
til)(fenil)selénio (233 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em cama-
da delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQO, e entdo con-
centrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em
coluna, usando silica gel como fase estacionéria e uma mistura de hexano com acetato de
etila como fase mdvel, variando-se a propor¢do de forma a aumentar gradativamente a

polaridade. O produto foi obtido como um sélido vermelho em 70% de rendimento.

Ponto de fuséo: 120 — 122 °C.

I.V.: (KBr) 3407 (v NH), 1688 (v C=0), 1653 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) é: 8,10 (dd; J = 7,4 e 1,4 Hz; 1H - Hg); 8,07 (dd; J = 7,4
el16Hz, 1H-Hs); 7,73 (dt; J=7,4;74e 1,6 Hz; 1H - Hy); 7,68 (dt; J =7,4; 7.4 e 1,4
Hz; 1H - Hg); 7,60 (s; 1H - Hs-triazol); 7,50 (d; J = 7,5 Hz; 2H - Hy); 7,27-7,39 (Mm; 2H
- H3»5); 7,27-7,39 (m; 1H - Hy»); 7,22 (t; J = 7,8 Hz; 1H - Hs:); 7,20 (s; 1H - Hy); 7,04
(d; J=7,8Hz; 1H - Hy); 6,61 (dd; J =7,8 e 1,8 Hz; 1H - H¢'); 5,71 (s; 1H - H11); 4,96 (s;
1H - Hs); 4,05 (sl; 1H - NH); 1,67 (s; 3H - Hyo- ou Hyo); 1,57 (s; 3H - Hyo> ou Hyp).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) 6: 181,8 (C,); 178,6 (Co); 159,8 (Coa); 148,3 (Cs-
triazol); 147,5 (Cy:); 134,8 (Cy-6); 134,5 (Cy); 133,2 (Caga); 133,1 (Cg); 131,9 (C5); 131,6
(Caa); 129,9 (Cs); 129,6 (Cs/5); 129,0 (Cy); 127,4 (Cy-); 126,5 (Cg); 126,2 (Cs); 122,3
(Csa); 119,4 (Cs-triazol); 115,9 (Cy); 113,1 (Ce); 110,5 (Cy); 95,5 (Cy); 62,3 (Cs); 44,7
(C11); 27,2 (Cyp- 0u Cyp); 21,6 (Cip> 0uU Cyp).
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ESI/HRMS: (m/z) [M+H]*557.1101. Calculado para [CagH24NsO3Se+H]* 557,1014.

2,2-dimetil-3-(4-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,3-dihidronafto[2,3-
b]furan-4,9-diona (72)

0
O
o N
N, |
N
PhSe

Em um baldo foram adicionados (269 mg, 1 mmol) de 3-azido-2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-dione (33) CH,Cl,/H,O na proporcdo 1:1 (6 mL), Cu-
SO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e fenil(prop-2-in-
1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambi-
ente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada
delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e entdo concen-
trada em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em colu-
na, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a proporc¢do de forma a aumentar gradativamente a polari-

dade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 80% de rendimento.

Ponto de fusdo: 172 — 174 °C.

1.V.: (KBr) 1693 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) : 8,18 (dd; J = 7,4 e 1,6 Hz; 1H - Hg); 8,08 (dd; J = 7,4
el6Hz; 1H-Hs); 7,80 (dt; J=7,4; 74e 1,6 Hz; 1H - H;); 7,76 (dt; J=7,4; 7,4 e 1,6 Hz;
1H - Hg); 7,40 (dd; J=7,9 e 1,4 Hz; 2H - Hy¢); 7,08-7,19 (m; 2H - Hs:s5); 7,08-7,19 (m;
1H - H4'); 6,98 (s; 1H - Hs-triazol); 5,92 (s; 1H - Hs); 4,14 (d; J = 13,5 Hz; 1H - Hy;); 4,09
(d; J = 13,5 Hz; 1H - Hyy); 1,67 (s; 3H - Hyip ou Hyp); 1,02 (s; 3H - Hyp ou Hyp).
RMN de *C (50 MHz; CDCl3) &: 180,5 (C4); 177,8 (Co); 151,1 (Cga); 145,8 (Cs-triazol);
134,9 (Cy); 133,9 (Cys); 133,6 (Ce); 132,7 (Cga); 131,6 (Csa); 129,13 (Cy+); 129,06 (Cs:5°);
127,5 (C4); 126,8 (Cg); 126,5 (Cs); 121,2 (Cs-triazol); 118,3 (Csa); 94,5 (Cy); 67,3 (Cs);
27,4 (Cyp-0u Cyp); 20,7 (Cyo-0u Cyo); 20,5 (C1y).

ESI/HRMS: (m/z) [M+Na]"* 488.0486 Calculado para [C,3H19N303Se+Na]* 488.0489.
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2-((4-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3-dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-
diona (75)

Em um baldo foram adicionados (255 mg, 1 mmol) de 2-(azidometil)-2,3-
dihidronafto[1,2-b]furan-4,5-diona (40) CH,CIl,/H,O na propor¢cdo 1:1 (6 mL), Cu-
SO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sdédio (22 mg, 0,11 mmol) e fenil(prop-2-in-
1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambi-
ente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada
delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQO, e entdo concen-
trada em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em colu-
na, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a propor¢do de forma a aumentar gradativamente a polari-

dade. O produto foi obtido como um sélido laranja em 85% de rendimento.

Ponto de fusdo: 163 — 164 °C.

I.V.: (KBr) 1694 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) 6: 8,00 (dd; J = 7,4 e 1,5 Hz; 1H - He); 7,59 (dt; J = 7,4;
74el4Hz; 1H-H;); 753 (dt;J=7,4;74e15Hz; 1H - Hg); 7,44 (dd; J=7,4 e 1,1 Hz;
1H - Hy); 7,33-7,41 (m; 2H - Hy); 7,31 (s; 1H - Hs triazol); 7,13-7,18 (m; 2H - Hs:5:);
7,13-7,18 (m; 1H - Hy'); 5,33-5,42 (m; 1H - Hy); 4,55 (dd; J = 14,6 e 7,3 Hz; 1H - Hjga);
4,64 (dd; J = 14,6 e 3,9 Hz; 1H - Hygp); 4,11 (S; 2H - Hyy); 3,23 (dd; J = 15,8 e 10,2 Hz;
1H - Hs,); 2,83 (dd; J = 15,8 € 7,0 Hz; 1H - Hay);

RMN de **C (50 MHz; CDCl;) &: 180,4 (C5); 175,2 (C4); 186,6 (C9b); 146,4 (C4-
triazol); 134,7 (C7); 132,9 (C2’/6’); 132,3 (C8); 130,6 (C9a); 129,8 (C6); 129,8 (C1’);
129,2 (C3°/5°); 127,5 (C4’); 126,9 (C5a); 124,4 (C9); 122,7 (C5-triazol); 114,7 (C3a);
84,3 (C2); 53,3 (C10); 29,6 (C3); 20,2 (C11).

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 452.0896. Calculado para [C,;H17N303Se+H]" 452,0435.
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2-((4-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)metil)-2,3-dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-
diona (74)

SePh

Em um baldo foram adicionados (255 mg, 1 mmol) de 2-(azidometil)-2,3-
dihidronafto[2,3-b]furan-4,9-diona (39) CH,CI,/H,O na propor¢do 1:1 (6 mL), Cu-
SO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sddio (22 mg, 0,11 mmol) e fenil(prop-2-in-
1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambi-
ente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada
delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e entdo concen-
trada em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em colu-
na, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a propor¢do de forma a aumentar gradativamente a polari-

dade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 90% de rendimento.

Ponto de fusdo: 169 - 171 °C.

1.V.: (KBr) 1681 (v C=0), 1659 (v C=0) cm™.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) 6: 8,00 (dd; J = 7,4 e 1,5 Hz; 1H - Hg); 7,93 (dd; J = 7,4
el,6Hz; 1H-Hs); 7,66 (dt; J=7,4; 74e 1,6 Hz; 1H - H;); 7,62 (dt; J=7,4; 7,4 e 1,5 Hz;
1H - Hg); 7,32-7,37 (m; 1H - Hs triazol); 7,32-7,37 (m; 2H - Hy); 7,11-7,17 (m; 2H -
Hjs:); 7,11-7,17 (m; 1H - Hy:); 5,23-5,32 (m; 1H - H,); 4,64 (dd; J = 14,7 e 3,9 Hz; 1H -
Hiop); 4,57 (dd; J = 14,7 € 5,6 Hz; 1H - Hioa); 4,05 (s; 2H - Hy1); 3,26 (dd; J = 17,4 € 10,6
Hz; 1H - Hap); 2,95 (dd; J = 17,4 e 8,1 Hz; 1H - Hg),

RMN de *C (50 MHz; CDCls) é: 181,6 (Cy4); 177,2 (Co); 159,0 (Cga); 146,4 (C,-triazol);
134,4 (C7); 133,1 (Cye); 132,7 (Csa); 133,2 (Cs); 131,3 (Cyua); 129,7 (Cy); 129,1 (Cso50);
127,4 (Cy); 126,4 (Cg); 126,2 (Cs); 124,1 (Cs,); 123,1 (Cs-triazol); 83,0 (Cy); 52,9 (Cyo);
30,1 (C3); 20,3 (C1y).

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 452.0512. Calculado para [C,,H17N303Se]” 452,0513.
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2-(((1-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)naftaleno-1,4-diona (78)

N//Seph
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Em um baldo foram adicionados (211 mg, 1 mmol) de 2-(prop-2-in-1-
ilamino)naftaleno-1,4-diona (46) CH,Cl,/H,O na proporcdo 1:1 (6 mL), CuSO45H,0 (9,3

mg, 0,04 mmol), ascorbato de sodio (22 mg, 0,11 mmol) e (azidometil)(fenil)selénio (233

mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente até a total
formacéo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada delgada. A fase
organica foi extraida com diclorometano, seca com Na,SO, e entdo concentrada em evapo-
rador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna, usando silica
gel como fase estacionéria e uma mistura de hexano com acetato de etila como fase mével,
variando-se a proporc¢do de forma a aumentar gradativamente a polaridade. O produto foi
obtido como um solido vermelho em 60% de rendimento.

Ponto de fusdo: 162 — 164 °C.

1.V.: (KBr) 3341 (v NH), 1677 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) 8: 8,10 (dd; J = 7,6 e 1,3 Hz; 1H - Hg); 8,06 (dd; J = 7,6
e1,3Hz; 1H - Hs); 7,74 (dt; J=7,6; 7,6 € 1,3 Hz; 1H - Hg); 7,64 (dt; J =7,6; 7,6 e 1,3 Hz;
1H - Hy); 7,46 (dd; J = 7,8 e 1,5 Hz; 2H - Hys'); 7,39 (S; 1H - Hs triazol); 7,27-7,35 (m;
2H - Hs5)); 7,27-7,35 (m; 1H - Hy); 6,22-6,35 (m; 1H - NH); 5,77 (s; 1H - Hs); 5,68 (s;
2H - Hy); 4,45 (d; J =5,8 Hz; 2H - Hy).

RMN de *C (50 MHz; CDCls) 6: 183,0 (C1); 181,6 (C,); 147,4 (Cy-triazol); 143,2 (Cy);
134,82 (Cy6); 134,78 (Cs); 133,4 (Caa); 132,2 (C7); 130,4 (Csa); 129,7 (Cs5); 129,1 (Cyo);
127,0 (Cy+); 126,3 (Cs); 126,2 (Cg); 121,7 (Cs-triazol); 101,7 (Cs); 44,7 (Cyo); 38,1 (Co).
ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 425.0512 Calculado para [C2H1sN40,Se]* 425.0517.
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2-bromo-3-(((1-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)naftaleno-1,4-
diona (76)
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Em um baldo foram adicionados (290 mg, 1 mmol) de 2-Bromo-3-(prop-2-in-1-
ilamino)naftaleno-1,4-diona (43) CH,Cl,/H,O na proporcdo 1:1 (6 mL), CuSO45H,0 (9,3
mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e (azidometil)(fenil)selénio (233
mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente até a total
formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada delgada. A fase
orgénica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e entdo concentrada em evapo-
rador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna, usando silica
gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila como fase movel,
variando-se a proporcao de forma a aumentar gradativamente a polaridade. O produto foi

obtido como um solido alaranjado em 50% de rendimento.

Ponto de fusdo: 124 — 126 °C.

I.V.: (KBr) 3309 (v NH), 1687 (v C=0) cm™.

RMN de *H (200 MHz, CDCl3) ¢: 8,13 (dd; J = 1,2 e 8,0 Hz; 1H); 8,01 (dd; J=1,2 e 8,0
Hz; 1H); 7,77-7,57 (m, 2H); 7,48 (s, 1H); 7,46-7,41 (m, 2H); 7,36-7,20 (m, 3H): 6,50 (sI,
1H); 5,68 (s, 2H); 5,11 (d; J = 6,3 Hz; 2H).

RMN de *C (50 MHz; CDCl3) o: 180,1; 176,7; 146,2; 145,0; 135,0; 132,8; 132,3; 130,0;
129,8; 129,3; 127,2; 127,1; 122,1; 44,6; 40,7.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 502.9612 Calculado para [CoH15BrN40,Se+H]" 502.9622
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2-cloro-3-(((1-((fenilselenil)metil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)naftaleno-1,4-
diona (77)
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Em um baldo foram adicionados (246 mg, 1 mmol) de 2-Cloro-3-(prop-2-in-1-
ilamino)naftaleno-1,4-diona (45) CH,Cl,/H,O na proporcdo 1:1 (6 mL), CuSO45H,0 (9,3
mg, 0,04 mmol), ascorbato de sodio (22 mg, 0,11 mmol) e (azidometil)(fenil)selénio (233
mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente até a total
formagdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada delgada. A fase
orgénica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e entdo concentrada em evapo-
rador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna, usando silica
gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila como fase mavel,
variando-se a proporc¢do de forma a aumentar gradativamente a polaridade. O produto foi
obtido como um solido alaranjado em 65% de rendimento.

Ponto de fusdo: 127 — 128 °C.

I.V.: (KBr) 3296 (v NH), 1686 (v C=0) cm™.

RMN de *H (200 MHz, CDCl3) ¢: 8,14 (dd; J= 1,2 e 7,5 Hz; 1H); 8,03 (dd; J=1,2e 7,5
Hz; 1H); 7,97-7,57 (m; 2H); 7,51-7,40 (m; 3H); 7,33-7,23 (m; 3H); 6,49 (sl; 1H); 5,68 (s;

2H); 5,10 (d; J = 6,3 Hz; 2H).

RMN de **C (50 MHz; CDCls) 6: 180,0; 176,7; 144,8; 143,6; 134,8; 134,7; 132,5; 132,3;
129,7; 129,5; 129,0; 126,9; 126,8; 126,7; 121,8; 111,6; 43,6; 40,0.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 459.0128 Calculado para [CH17CIN4O,Se+H]" 459,0127.

93



Instituto de Ciéncias Exatas - DQ UFMG
Tese de doutorado — Eduardo H. G. da Cruz
Experimental

UFMG
(3R,4S)-4-fenil-3-(4-((fenilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-2H-
benzo[g]cromeno-5,10-diona (80)

0}

Em um baldo foram adicionados (331 mg, 1 mmol) de (3R,4S)-3-azido-4-fenil-3,4-
dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (49) CH,Cl,/H,O na proporcao 1:1 (6 mL), Cu-
SO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e fenil(prop-2-in-
1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambi-
ente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromatografia em camada
delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQO, e entdo concen-
trada em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em colu-
na, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com acetato de etila
como fase movel, variando-se a proporc¢do de forma a aumentar gradativamente a polari-

dade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 70% de rendimento.

Ponto de fuséo: 187 — 188 °C.

I.V.: (KBr) 1655 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (200 MHz, CDCls) : 8,22-8,16 (m; 1H); 8,02-7,98 (m; 1H); 7,78-7,73 (m;
2H); 7,40-7,26 (m; 7H); 7,15 (s, 1H); 7,13-7,02 (m; 3H); 4,98-4,96 (m; 1H); 4,70-4,65 (m;
2H); 4,50-4,44 (m; 1H); 4,10 (s; 2H).

RMN de C (50 MHz; CDCls) é: 182,3; 178,4; 154,6; 145,8: 140,0; 134,5; 133,5; 133,4;
131,7; 130,7; 129,2; 128,9; 128,0; 127,7; 127,4; 126,5; 120,3; 119,7; 64,6; 58,3; 47,7;
20,2.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 528.0821. Calculado para [CogH21N303Se+H]" 528,0826.
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(3R,4S)-4-(naftalen-1-il)-3-(4-((fenilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-
2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (81)

Em um baldo foram adicionados (381 mg, 1 mmol) de (3R,4R)-3-azido-4-
(naftalen-1-il)-3,4-dihidro-2H-benzo[g]cromeno-5,10-diona (50) CH,Cl,/H,O na propor-
¢ao 1:1 (6 mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11
mmol) e fenil(prop-2-in-1-il)selénio (215 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agi-
tacdo a temperatura ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por
cromatografia em camada delgada. A fase orgénica foi extraida com diclorometano, seca
com NaSO, e entdo concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de
hexano com acetato de etila como fase mdvel, variando-se a proporcao de forma a aumen-
tar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 65% de

rendimento.

Ponto de fusdo: 185 — 188 °C.

1.V.: (KBr) 1680 (v C=0), 1620 (v C=C) cm™.

RMN de *H (200 MHz, CDCls) é: 8,41 (d; J = 8,6 Hz; 1H - Ho-); 8,12 (dd; J = 6,9, 1,9
Hz; 1H — Hy); 7,89 (dd; J = 6,8, 2,0 Hz; 1H — Hg); 7,84 (d; J = 8,1 Hz; 1H — H¢»); 7,72 (d;
J =8,2 Hz; 1H — Hy-); 7,70-7,64 (m; 1H — Hy); 7,62 (dd; J = 8,6, 7,5 Hz; 1H — Hg~); 7,50
(dd; J=8,1,7,5Hz; 1H—-Hy»); 7,31 (d; J = 7,4 Hz; 2H — H,-e H¢); 7,25 (dd; J = 8,2, 7,1
Hz; 1H — Hs~); 7,20 (s, 1H — Hs triazol); 7,06 (d; J = 7,1 Hz; 1H — H,»); 7,00 (t; J = 7,4
Hz; 2H — H;-e Hs'); 6,92 (t; J = 7,4 Hz; 1H — Hy»); 5,42 (s, 1H — Hy); 5,00 (s, 1H — H3);
4,54 (d; J =12,8 Hz; 1H — Hy,); 4,36 (dI; J = 12,8 Hz; 1H — Hy); 4,04 (s, 2H — Hyy).
RMN de C (50 MHz; CDCls) &: 182,2 (Cs); 178,4 (Cio); 155,0 (Ci0a); 145,9 (Cs-
triazole); 135,9 (C;); 134,5 (Cg); 134,3 (Cs~); 133,5 (Cy67); 133,6 (Cy); 131,9 (Coa); 130,9
(Csa); 130,4 (Cyo~); 129,3 (Cy); 129,2 (Co-); 129,1 (Cy); 128,9 (Csv57); 127,8 (Cg-); 127,5
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(Cy); 126,7 (Ce); 126,6 (Co); 126,5 (Cq+); 125,7 (Cy); 124,9 (Cs-); 122,7 (Co-); 120,3
(Cs-triazole); 120,0 (Cya); 64,4 (Cy); 56,4 (Cs); 37,2 (Cy); 20,3 (C1a),

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 578.0982. Calculado para [Ca;H24N303Se+H]" 578,0983.

3-bromo-4-(4-(((4-fluorofenil)selanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,2-dimetil-3,4-
dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (84)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na propor¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e (4-
fluorofenil)(prop-2-in-1-il)selano (61) (234 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por
cromatografia em camada delgada. A fase orgénica foi extraida com diclorometano, seca
com NaSO, e entdo concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de
hexano com acetato de etila como fase mdvel, variando-se a proporcao de forma a aumen-
tar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um s6lido alaranjado em 43%

de rendimento.

Ponto de fusdo: 187 — 190 °C.

1.V.: (KBr) 1660 (v C=0), 1214 (v C-F) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,08 (d; J = 7,5 Hz; 1H); 7,89 (d; J = 7,7 Hz; 1H);
7,73 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 7,62 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 7,52 (s; 1H); 7,36 (s; 1H);
7,46 (dd; J =8,4 e 5,6 Hz; 2H); 6,95 (t; J = 8,7 Hz; 2H); 5,57 (d; J = 9,1 Hz; 1H); 4,90 (d;
J=09,1Hz; 1H); 4,09 (s, 2H); 1,75 (s; 3H); 1,64 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) ¢: 178,0; 176,6; 164,2; 162,8; 161,7; 144,6; 137,2;
135,4; 132,5; 130,8; 130,7; 129,4; 125,5; 125,2; 116,6; 116,3; 110,6; 83,7; 59,1; 54,8;
27,7; 21,6; 20,7.
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ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 575,9885. Calculado para [C4H19BrFN303Se+H]" 575,9837.

3-bromo-4-(4-(((4-clorofenil)selanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,2-dimetil-3,4-
dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (85)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na proporc¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sodio (22 mg, 0,11 mmol) e (4-
clorofenil)(prop-2-in-1-il)selano (62) (253 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob agi-
tacdo a temperatura ambiente até a total formacgdo do produto, que foi monitorada por
cromatografia em camada delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca
com NaSO, e entdo concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de
hexano com acetato de etila como fase movel, variando-se a proporcéo de forma a aumen-
tar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 25% de

rendimento.

Ponto de fuséo: 185 — 187 °C.

I.V.: (KBr) 1656 (v C=0), 782 (v C-Cl) cm™,

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,10 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,90 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
7,74 (t; J = 7,2 Hz; 1H); 7,63 (t; J = 7,2 Hz; 1H); 7,54 (s; 1H); 7,41 (d; J = 8,4 Hz; 2H);
7,22 (d; J =8,4 Hz; 2H); 5,56 (d; J = 9,2 Hz; 1H); 4,90 (d; J = 9,1 Hz; 1H); 4,12 (s, 2H);
1,75 (s; 3H); 1,64 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) o: 177,8; 176,4; 162,6; 135,7; 135,2; 134,0; 132,3;
130,6; 130,5; 129,2; 129,2; 127,3; 125,2; 125,0; 110,4; 83,4; 58,9; 54,5; 27,5; 21,0; 20,5.
ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 591,9556. Calculado para [C24H19BrCIN;OsSe+H]" 591,9536.
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3-bromo-2,2-dimetil-4-(4-((p-tolilselanil)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-
2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (82)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na proporgéo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e prop-2-
in-1-il(p-tolil)selano (59) (230 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a tem-
peratura ambiente até a total formacao do produto, que foi monitorada por cromatografia
em camada delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO, e
entdo concentrada em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por cromato-
grafia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com
acetato de etila como fase movel, variando-se a proporcdo de forma a aumentar gradati-
vamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 26% de rendi-

mento.

Ponto de fusdo: 114 — 116 °C.

I.V.: (KBr) 1656 (v C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,10 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,90 (d; J = 7,7 Hz; 1H);
7,74 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 7,63 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 7,47 (s; 1H); 7,39 (d; J = 8,0 Hz; 2H);
7,06 (d; J =7,7 Hz; 2H); 5,56 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 4,92 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 4,10 (d; J =
4,1 Hz; 2H); 2,30 (s; 3H); 1,72 (s; 3H); 1,65 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) o: 178,0; 176,7; 162,8; 144,9; 137,9; 135,4; 134,8;
132,5; 130,9; 130,8; 130,1; 129,4; 125,8; 125,5; 125,1; 110,5; 83,6; 59,1; 54,6; 27,6; 21,3;
21,2; 21,0.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 572,0062. Calculado para [C2sH22BrNsO3Se+H]" 572,0083.
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3-bromo-4-(4-(((4-metoxifenil)selanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-2,2-dimetil-3,4-
dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (83)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na propor¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e (4-
metoxifenil)(prop-2-in-1-il)selano (60) (248 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente até a total formacao do produto, que foi monitorada por
cromatografia em camada delgada. A fase orgénica foi extraida com diclorometano, seca
com NaSO, e entdo concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado
por cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de
hexano com acetato de etila como fase mdvel, variando-se a proporcao de forma a aumen-
tar gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um s6lido alaranjado em 76%

de rendimento.

Ponto de fusdo: 113 — 114 °C.

1.V.: (KBr) 1654 (v C=0), 1246 (v, =C-O-C) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,11 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,91 (d; J = 7,8 Hz; 1H);
7,75 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 764 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 7,74 (d; J = 9,4 Hz; 3H);
6,81 (d; J =8,5 Hz; 2H); 5,58 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 4,93 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 4,06 (s; 2H);
3,79 (s; 3H); 1,75 (s; 3H); 1,66 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) o: 178,1; 176,6; 162,8; 159,9; 144,9; 137,2; 1354;
132,5; 130,8; 130,7; 129,2; 125,5; 124,9; 119,3; 115,0; 110,5; 83,6; 58,9; 55,4; 54,8; 21,8;
21,0; 14,4.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 588,0093. Calculado para [CsH22BrN;O,Se+H]" 588,0032.
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4-(4-((benzilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3-bromo-2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-

benzo[h]cromeno-5,6-diona (87)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na proporc¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e ben-
zil(prop-2-in-1-il)selano (64) (230 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob agitagdo a
temperatura ambiente até a total formacgéo do produto, que foi monitorada por cromatogra-
fia em camada delgada. A fase organica foi extraida com diclorometano, seca com NaSQO,
e entdo concentrada em evaporador rotatorio. O residuo obtido foi purificado por cromato-
grafia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com
acetato de etila como fase mével, variando-se a proporcéo de forma a aumentar gradati-
vamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 52% de rendi-

mento.

Ponto de fuséo: 112 — 115 °C.

I.V.: (KBr) 1656 (v C=0) cm™,

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,08 (d; J = 7,5 Hz; 1H); 7,91 (d; J = 7,7 Hz; 1H);
7,73 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 7,69 (s; 1H); 7,62 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 7,73-7,26 (m; 4H); 7,20-
7,16 (m; 1H); 5,64 (d; J =8,9 Hz; 1H); 4,96 (d; J = 8,9 Hz; 1H); 3,81 (d; J = 2,5 Hz; 2H);
3,75 (s; 2H); 1,75 (s; 3H); 1,67 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) 6: 178,1; 176,7; 162,9; 145,6; 139,2; 135,4; 132,5;
130,9; 130,8; 129,4; 129,3; 128,7; 126,9; 125,5; 125,1; 110,6; 83,6; 59,1; 54,8; 27,7; 21,0;
15,9.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 572,0089. Calculado para [C25H22BrN303Se+H]" 572,0083.
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3-bromo-2,2-dimetil-4-(4-((tiofen-2-ilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-
2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (86)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na propor¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sodio (22 mg, 0,11 mmol) e 2-
(prop-2-in-1-ilselanil)tiofeno (63) (222 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob agitacéo
a temperatura ambiente até a total formacdo do produto, que foi monitorada por cromato-
grafia em camada delgada. A fase orgéanica foi extraida com diclorometano, seca com Na-
SO, e entdo concentrada em evaporador rotatério. O residuo obtido foi purificado por
cromatografia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexa-
no com acetato de etila como fase movel, variando-se a propor¢do de forma a aumentar
gradativamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 47% de

rendimento.

Ponto de fusdo: 104 — 108 °C.

I.V.: (KBr) 1656 (v C=0), 710 (v C-S) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,10 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,90 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
7,74 (t; J = 7,7 Hz; 1H); 7,63 (t; J = 7,2 Hz; 1H); 7,43 (s; 1H); 7,37 (d; J = 5,3 Hz; 1H);
7,11 (d; J = 4,2 Hz; 1H); 6,95 (dd; J =5,2 e 3,5 Hz; 2H); 5,58 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 4,94
(d; J=9,0 Hz; 1H); 4,05 (d; J = 1,4 Hz; 2H); 1,75 (s; 3H); 1,65 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) o: 178,0; 176,6; 162,9; 144,2; 137,2; 135,4; 132,5;
131,7; 130,8; 130,7; 129,4; 128,4; 125,5; 125,2; 123,0; 110,6; 83,6; 59,2; 54,6; 27,7; 24,0;
20,9.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 563,9529. Calculado para [C2;H1sBrN3O3SSe+H]" 563,9490.
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3-bromo-2,2-dimetil-4-(4-((butilselanil)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-2H-

benzo[h]cromeno-5,6-diona (88)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na propor¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e bu-
til(prop-2-in-1-il)selano (65) (193 mg, 1,1 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente até a total formacéo do produto, que foi monitorada por cromatogra-
fia em camada delgada. A fase orgéanica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO,
e entdo concentrada em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromato-
grafia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com
acetato de etila como fase movel, variando-se a proporcdo de forma a aumentar gradati-
vamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 31% de rendi-

mento.

Ponto de fusdo: 123 — 124 °C.

1.V.: (KBr) 1670 (v C=0), 2914 (v C-H), 782 (p [CH,]z) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,07 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,91 (d; J = 7,7 Hz; 1H);
7,79 (s; 1H); 7,73 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 7,62 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 5,65 (d; J = 9,0 Hz; 1H);
4,96 (d; J =9,0 Hz; 1H); 3,83 (d; J = 3,1 Hz; 2H); 2,57 (d; J = 7,3 Hz; 2H); 1,76 (s; 3H);
1,67 (s; 3H); 1,61 (dd; J =15,0e 7,5 Hz; 2H); 1,37 (s; J = 14,4 e 7,3 Hz; 2H); 0,89 (t; J
=7,3 Hz; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) ¢: 178,0; 162,8; 145,7; 1354; 130,9; 130,7; 129,3;
125,5; 125,1; 110,6; 83,6; 59,1; 54,8; 32,4; 27,6; 24,2; 23,1; 20,9; 15,4; 13,8.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 538,0343. Calculado para [C2,H24BrNsO3Se+H]" 538,0239.
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3-bromo-2,2-dimetil-4-(4-((feniltio)metil)-1H-1,2,3-triazol-1-il)-3,4-dihidro-2H-

benzo[h]cromeno-5,6-diona (89)

Em um baldo foram adicionados (362 mg, 1 mmol) de 4-azido-3-bromo-2,2-
dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo[h]cromeno-5,6-diona (27) CH,Cl,/H,O na propor¢édo 1:1 (6
mL), CuSO45H,0 (9,3 mg, 0,04 mmol), ascorbato de sédio (22 mg, 0,11 mmol) e fe-
nil(prop-2-in-1-il)sulfano (66) (163 mg, 0,11 mmol). A mistura foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente até a total formacéo do produto, que foi monitorada por cromatogra-
fia em camada delgada. A fase orgéanica foi extraida com diclorometano, seca com NaSO,
e entdo concentrada em evaporador rotatdrio. O residuo obtido foi purificado por cromato-
grafia em coluna, usando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de hexano com
acetato de etila como fase movel, variando-se a proporcdo de forma a aumentar gradati-
vamente a polaridade. O produto foi obtido como um sélido amarelo em 47% de rendi-

mento.

Ponto de fusdo: 119 — 121 °C.

1.V.: (KBr) 1656 (v C=0), 754 (v C-S) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) é: 8,09 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 7,89 (d; J = 7,6 Hz; 1H);
7,73 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 7,65-7,59 (m; 2H); 7,34 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 7,29-7.24 (m; 2H);
7,18 (d; J = 7,3 Hz; 1H); 5,58 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 4,89 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 4,21 (d; J =
7,2 Hz; 2H); 1,71 (s; 3H); 1,63 (s; 3H).

RMN de *C (100 MHz; CDCls) ¢: 178,0; 176,6; 162,9; 144,1; 135,4; 135,3; 132,5;
130,9; 130,8; 130,7; 129,4; 129,2; 128,4; 127,0; 125,5; 125,5; 110,5; 83,6; 59,2; 54,6;
29,5; 27,6; 20,9.

ESI/HRMS: (m/z) [M+H]" 510,0859. Calculado para [C,4H20BrN3;OsS+H]" 510,0482.
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5.4. — Protocolo de avaliacdo da atividade antitumoral (Laboratério da Professora

Claudia Pessoa — Universidade Federal do Ceara)

Foram utilizadas as seguintes linhagens nos estudos anti-cancer: HL-60 (leucemi-
a), HCT-116 (colon), PC3 (prostata), SF295 (sistema nervoso central), MDA-MB-435
(mama), MDA-MB-231 (mama), OVCAR-8 (ovarios), PBMC (células mononucleares de
sangue periférico humano), V79 (fibroblastos murinos) e L929 (fibroblatos murinos). As
linhagens tumorais foram obtidas do National Cancer Institute, NCI (Bethesda, MD). A
linhagem L929 foi obtida do American Type Culture Collection (Manassas, VA), a linha-
gem V79 foi gentilmente fornecido pelo Dr. JAP Henriques (UFRGS, Brasil) e a linhagem
PBMC foi isolada do sangue saudavel, heparinizado de doadores ndo fumantes que néo
fizeram uso de medicacdo nos ultimos 15 dias anteriores a coleta, que se procedeu pelo
método padrdo da centrifugacdo do gradiente de densidade no Histopaque-1077 (Sigma
Aldrich Co. - St. Louis, MO/USA).

Todas as linhagens tumorais e PBMC foram mantidas em meio RPMI 1640. As
linhagens L929 e V79 foram cultivadas sob as condi¢bes padrdo em MEM com sais de
Earle. Todos os meios de cultura foram suplementados com sérum fetal bovino, 20% para
PBMC e 10% para as demais linhagens, 2 mM de L-glutamina, 100 IU/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina a 37 °C com 5% de CO,. As culturas de PBMC também fo-
ram suplementadas com 2% de fitoemaglutinina. Nos experimentos de citotoxicidade, as
células foram plaqueadas em placas de 96 pocos. Todos os compostos foram dissolvidos
em DMSO. A concentragdo final do DMSO no meio de cultura foi mantido constante
(0,1%, v/v). Doxorrubicina (0,001-1,10 uM) foi usado como controle positive e 0s grupos
de controle negativo receberam a mesma quantidade de veiculo (DMSQO). A viabilidade
das células foi determinada por reducdo do corante amarelo 3-(4,5-dimetil-2-tiazol) 2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, como descrito por Mos-
mann.>® Ao fim do periodo de incubacdo (72 h), as placas foram centrifugadas e o meio foi
substituido para meio fresco (200 uL) contendo 0,5 mg/mL de MTT. 3 horas depois 0
produto formazan foi dissolvido em DMSO (150 pL) e a absorcdo foi mensurada usando
um leitor multiplaca (Spectra Count, Packard, Ontario, Canada). Os efeitos citotdxicos
foram quantificados como porcentagem da absorbancia do corante reduzido em 550 nm.

Todos os tratamentos celulares foram realizados em triplicata.

104



European Journal of Medicinal Chemistry 122 (2016) 1-16

journal homepage: http://www.elsevier.com/locate/ejmech

Contents lists available at ScienceDirect

European Journal of Medicinal Chemistry

Research paper

Synthesis and antitumor activity of selenium-containing
quinone-based triazoles possessing two redox centres, and

their mechanistic insights

@ CrossMark

Eduardo H.G. da Cruz ?, Molly A. Silvers °, Guilherme A.M. Jardim ?, Jarbas M. Resende *,
Bruno C. Cavalcanti ¢, Igor S. Bomfim ¢, Claudia Pessoa d Carlos A. de Simone €,
Giancarlo V. Botteselle !, Antonio L. Braga £ Divya K. Nair & Irishi N.N. Namboothiri ¢,

David A. Boothman P, Eufranio N. da Silva Janior ®

¢ Institute of Exact Sciences, Department of Chemistry, Federal University of Minas Gerais, CEP 31270-901, Belo Horizonte, MG, Brazil
b Departments of Pharmacology and Radiation Oncology, Simmons Comprehensive Cancer Center, University of Texas Southwestern Medical Center, 6001

Forest Park Road, Dallas, TX, 75390-8807, USA

¢ National Laboratory of Experimental Oncology, Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceard, CEP 60180-900, Fortaleza, CE,

Brazil
4 Fiocruz-Ceard, CEP 60180-900, Fortaleza, CE, Brazil
€ Institute of Physics, University of Sao Paulo, 13560-160, Sao Carlos, SP, Brazil

f Department of Chemistry, Federal University of Santa Catarina, 88040-900, Florianépolis, SC, Brazil

& Department of Chemistry, Indian Institute of Technology Bombay, Mumbai, 400 076, India

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 27 November 2015
Received in revised form

2 June 2016

Accepted 11 June 2016
Available online 14 June 2016

Selenium-containing quinone-based 1,2,3-triazoles were synthesized using click chemistry, the copper
catalyzed azide-alkyne 1,3-dipolar cycloaddition, and evaluated against six types of cancer cell lines: HL-
60 (human promyelocytic leukemia cells), HCT-116 (human colon carcinoma cells), PC3 (human prostate
cells), SF295 (human glioblastoma cells), MDA-MB-435 (melanoma cells) and OVCAR-8 (human ovarian
carcinoma cells). Some compounds showed ICsg values < 0.3 pM. The cytotoxic potential of the quinones

evaluated was also assayed using non-tumor cells, exemplified by peripheral blood mononuclear (PBMC),
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V79 and L929 cells. Mechanistic role for NAD(P)H:Quinone Oxidoreductase 1 (NQO1) was also elucidated.
These compounds could provide promising new lead derivatives for more potent anticancer drug
development and delivery, and represent one of the most active classes of lapachones reported.

© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Development of diverse therapeutics is of paramount impor-
tance in the fight against different types of cancer [1,2]. Quinones
are considered as privileged structures and are among the most
important drugs used against cancer [3]. Although single-target
drugs successfully inhibit or activate a specific target [4], drugs
that are able to act simultaneously on diverse biological targets are
more attractive in the design of new effective drugs [5]. In this
context, quinoidal structures represent an essential multi-target
class of compounds [6].

* Corresponding author.
E-mail address: eufranio@ufmg.br (E.N. da Silva Janior).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.06.019
0223-5234/© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Naturally occurring naphthoquinones such as lapachol and -
lapachone (B-lap), isolated from the heartwood of Tabebuia, are
among the most studied for their potential anti-tumor activity [7].
Docampo et al. [8] found significant activity for B-lap against Sar-
coma 180 ascites tumor cells (S-180 cells) in vitro, and in mice
bearing S-180 tumors. Although the antitumor activity of B-lap
against Yoshida sarcoma and Walker 256 carcinoma cells in culture
has been investigated [8,9], the exact mechanism of action was not
known until recently [10].

B-Lapachone specifically destroys cancer cells with elevated
endogenous levels of NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1)
[11] regardless of p53, caspase, or cell cycle status [12]. While in
clinical trials, B-lap (i.e., ARQ 501) has been inaccurately touted as a
cell cycle checkpoint activator [13], the major determinant of cell
death is through NQO1 expression [11,12a,14]. The drug is not a
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substrate for known multidrug resistance or drug pumps [15,16]
and B-lap cell death is not affected by changes in cell cycle posi-
tion, oncogenic drivers, or pro- or anti-apoptotic factors [11,12a].
Finally, the drug targets (i.e., is ‘bioactivated’ by) NQO1, a Phase II,
carcinogen-inducible enzyme that is also induced by ionizing ra-
diation (IR) in some cancer, but not normal, cells [17,18].

B-Lap’s use as a chemotherapeutic agent is curtailed by its high
hydrophobicity which causes methemoglobinemia in patients [19].
When mixed with the carrier hydroxypropyl-B-cyclodextrin, the
carrier itself can contribute to hemolysis [20]. Recently, Ohayon and
coworkers [21] shed light on the hypothesis of B-lap being able to
act nonreversibly for inhibition of deubiquitinases. These authors
suggested that the therapeutic effect of B-lap could be also related
to ubiquitin specific peptidase 2 (USP2) oxidation, which is likely a
downstream effect of reactive oxygen species (ROS) generation via
NQOT1 futile cycle metabolism of B-lap. NQO1 is the unique gene,
that when deleted, leads to resistance to B-lap and other NQO1
bioactivatable drugs [22,23], strongly suggesting that most down-
stream effects cited by others are a result of upregulation of NQO1-
derived ROS and Ca®* intracellular increases, as well as rapid and
dramatic losses in NAD"/ATP caused by PARP1 hyperactivation
ending in NAD*-Keresis [24].

In the last few years, our group has been intensively dedicated to
the synthesis and evaluation of lapachones against cancer cell lines
[25,26]. We discovered a series of lapachones with modified C-rings
(Scheme 1a) with potent activity against cancer lineages [27].
Lately, interest in preparing quinone-based triazoles has been
stimulated by our discovery of bioactive compounds endowed with
unique subunits in their chemical structures [28]. Recently, Peru-
mal et al. [29] prepared amino-1,4-naphthoquinone-appended
triazoles with antimycobacterial activity designed by the same
molecular hybridization strategy [30]. B-Lapachone-based 1,2,3-
triazoles possess significant activity with ICsg values below 2 pM
for MDA-MB-435 cancer cells. These compounds promoted cell
death by an apparent apoptotic cell death mechanism associated
with significant ROS production [31]. The approach of inserting a
triazole moiety in 1,4-naphthoquinones was also effective, since
this unit is known as a potent pharmacophoric group [32]. Recently,
1,4-naphthoquinone-based 1,2,3-triazoles (Scheme 1a) were re-
ported as having high activity in the range of 1.4—1.9 uM in HL-60
human promyelocytic leukemia cells [33].

From another perspective, organoselenium compounds show
antitumor, antimicrobial, anti-neurodegenerative and antiviral
properties [34]. A series of selenoproteins are involved in important
physiological processes [35]. Jacob and co-workers [36] demon-
strated the potential antitumor activity of selenium-containing
quinones (Scheme 1b) capable of mimicking the enzymatic activ-
ity of the human enzyme, glutathione peroxidase (GPx). GPx tar-
gets redox sensitive thiol proteins, while simultaneously generating
reactive oxygen species at a critical threshold. Thus, these drugs act
as ROS-users and ROS-enhancers to affect downsteam targets [37].
This action would complement the mechanism of action of $-lap,
since death caused by this agent relies upon the hyperactivation of
PARP1, which is stimulated by ROS (H20,) [24].

In continuation of our program for obtaining novel potent
antitumor naphthoquinones and based on recent findings reported
by our group, we discovered potent chalcogen-containing p-lapa-
chones (Scheme 1b) [38]. Here, we describe fifteen novel selenium-
containing quinones and our strategy was based on inserting this
pharmacophoric group, generating 1,2,3-triazole selenium-
containing lapachones (Scheme 1c). Selected naphthoquinones
with a structural framework with recognized activity against
several types of cancer cell lines were used in the preparation of the
new compounds. The structures were designed as multi-target li-
gands potentially giving rise to NQO1 cell death mechanisms of

action.
2. Results and discussion
2.1. Chemistry

The first class of compounds prepared possessing two redox
centres was selenium-containing dihydropyran naphthoquinones
obtained from lapachol (1) (Scheme 2). a-Lapachone 2 was pre-
pared by acid catalyzed cyclization from 1, and then two selenium-
containing derivatives, 6 and 7, were synthesized from 2. Com-
pound 6, was prepared in moderate yield (75%) by copper(I) cata-
lyzed «click reaction [39] between compound 4 and
(azidomethyl)(phenyl)selane. The intermediate compound 4 was
obtained by the reaction of 3-ethynylaniline and the bromo de-
rivative 3. As previously reported [40], 4-azide-a-lapachone (5) was
easily synthesized from the reaction of 3 with sodium azide in
dichloromethane. The reaction of 5 and phenyl propargyl selenide
affords selenium-containing o-lapachone 1,2,3-triazole 7. Finally,
from the azide derivative 9, prepared as reported by us [41], B-
lapachone-based 1,2,3-triazole 10 containing the chalcogen was
obtained as a red solid. Compounds 3—10 are racemic. However,
compounds 9 and 10 are single diastereomers, the relative stereo-
chemistry is trans. The trans-stereochemistry was confirmed by
comparison with previously reported data [41,47a].

We began the synthesis of selenium-containing dihydrofuran
naphthoquinones, the second class of compounds, initially by
synthesizing nor-o-lapachone derivatives 15 and 16 (Scheme 3).
Since the synthesis of arylamino substituted lapachones and azi-
doquinones are well established in our group [25,40,42], com-
pounds 13 and 14 were prepared as shown in Scheme 3. Following
click methodology, compounds 13 and 14 were reacted with
selenium-containing azide and alkyne, respectively, to furnish the
naphthoquinones 15 and 16 in 70% and 80% yield, respectively.

From nor-lapachol (17), the bromo intermediate 18 was syn-
thesized following the methodology described by Pinto and co-
workers (Scheme 4) [26,43]. Synthesis of various antitumor com-
pounds from 18 was reported, as for instance, arylamino and alkoxy
substituted nor-p-lapachone [26], lapachones in the presence of
1,2,3-triazole moiety [44] and hybrids with chalcones [45]. The
unpublished arylamino substituted lapachone 19 bearing a termi-
nal alkyne group was prepared based on the previously described
compounds possessing activity against cancer cell lines [26]. The
formation of the selenium-containing 1,2,3-triazole 21 from 19
herein described, allowed us to access the product designed with
two redox centres. Using the same strategy discussed above,
compound 22 was obtained from the azide derivative 20, previ-
ously reported by our group [46] (Scheme 4).

At this juncture, we described the synthesis of lapachones ob-
tained from lapachol (1) and nor-lapachol (17), their inferior ho-
mologue. Recently, we reported the synthesis of a new class of
naphthoquinone compounds, containing a pendant 1,2,3-triazole
motif from C-allyl lawsone (23) [47]. The iodination of 23 affords
compounds 24 and 27 in 68% yield and 1:1 ratio (Scheme 5), which
were easily separated by column chromatography. With these
compounds in hand, the respective azide derivatives, compounds
25 and 28, were synthesized by reaction of sodium azide in
dimethylformamide. The respective selenium derivatives, com-
pounds 26 and 29, were prepared by Cu-catalyzed azide-alkyne
cycloaddition (Scheme 5).

1,4-naphthoquinone coupled to selenium-containing 1,2,3-
triazole was also a subject of our study. From compounds 33—35
and 39, the respective triazolic derivatives, compounds 36—38 and
40, were prepared using methodology discussed previously
(Scheme 6). Suitable crystals of compounds 35 and 38 were
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obtained, and the structures were solved by crystallographic
methods.

Recently, we reported a straightforward approach for the
obtention of enantio-enriched a-lapachone derivatives [48]. In or-
der to identify new enantio-enriched antitumor compounds, law-
sone (41) was used to prepare the nitro-derivatives 42 and 43 via
organocatalysis with a chiral squaramide (Scheme 7). The nitro
group of the quinones was reduced to the amino group using
NiCl,-6H,0/NaBH4 to afford aminoquinones 44 and 45. These
compounds were used immediately after synthesis, due to their
instability, for the preparation of azidoquinones 46 and 47, after a
diazotransfer reaction. In the last step, we prepared the
chalcogenium-containing 1,2,3-triazoles 48 and 49 for reaction
with phenyl propargyl selenide by using a classical click procedure
via catalysis with sodium ascorbate and copper(lIl) sulfate in a 1:1
mixture of dichloromethane and water.

Structures of the novel compounds 4, 6, 7,10, 13,15, 16,19, 21, 22,
26, 29, 36, 37, 38, 40, 48 and 49 were determined by 'H and 13C
NMR and 2D NMR spectra (COSY, HMBC and HSQC). Electrospray
ionization mass spectra were also obtained to confirm compound
identities.

cle

Second Redox
Centre

SePh

N, -N

Overview.

2.2. Biological studies

All of the selenium-containing quinone-based 1,2,3-triazoles
described (Schemes 2—7) and their synthetic precursors were
evaluated in vitro using the MTT assay against six cancer cell lines:
HL-60 (human promyelocytic leukemia cells, NQO1-), HCT-116
(human colon carcinoma cells, NQO1), PC3 (human prostate cells,
NQO1+), SF295 (human glioblastoma cells, NQO1+), MDA-MB-435
(melanoma cells, NQO1+) and OVCAR-8 (human ovarian carcinoma
cells, NQO1+). B-Lapachone and doxorubicin were used as positive
controls (Table 1). NQO1- normal cells, human peripheral blood
mononucluear (PBMC), and murine fibroblast immortalized cell
lines (V79 and L929) were used to evaluate the selectivity of the
compounds. Mechanistic aspects of selected compounds were also
studied for NQO1-dependency using the fairly specific NQO1 in-
hibitor, dicoumarol. As previously described [49], the compounds
were classified according to their activity as highly active
(IC50 < 2 uM), moderately active (2 uM < ICs9 < 10 uM), or inactive
(IC50 > 10 ],LM).

The results showed most of compounds were highly active
against all cancer cell lines evaluated, with ICsg values < 2 uM. In
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general terms, ortho-quinoidal compounds were more active than
para-quinones. However, a-lapachone derivatives with potent
antitumor activities were also identified.

Naphthopyranquinones 5—7, 9 and 10 presented high to mod-
erate activities (ICso in the range of 0.92—5.46 uM) and the non-
active compound 4 was the exception of this class. For the
selenium-containing quinones 6 and 10, the strategy of insertion of
a second redox centre was a success and these derivatives were
more active than their naphthoquinoidal precursors. Recently, we
reported the synthesis and antitumor activities of several a-lapa-
chone-based 1,2,3-triazoles [33]. It is important to highlight that
the selenium-containing-based 1,2,3-triazole 7 displayed better
activity than the compounds without the chalcogen.

Naphthofuranquinones were the second class of compounds
evaluated. Para-naphthoquinones 15 and 16 were active against all
cancer cell lines studied. In the last few years, we described nor-a-

lapachone-based 1,2,3-triazoles obtained from lapachol (1) with
IC50 values > 2 uM [33]. The strategy herein used to prepare com-
pounds 15 and 16 with the presence of selenium improved the
activities of nor-a-lapachone-based 1,2,3-triazoles, and these de-
rivatives presented ICsg values ranging from 0.68 to 1.71 uM for 15,
and 1.59—-2.95 uM for 16.

Nor-B-lapachone and derivatives are among the most potent
compounds from the lapachol group [25,26]. Recently, we
demonstrated [50] the cytotoxicity and genetic toxicity of nor-f-
lapachone in human lymphocytes, HL-60 leukemia, and immortal
normal murine V79 fibroblasts ranging from 2.5 to 5 pM. This
compound failed to induce DNA damage in nontumor cells, but at
the highest concentrations, it induced DNA single and double
strand breaks and increased the frequency of chromosomal aber-
rations. The biological effects of nor-B-lapachone is related to its
ability to deplete reduced glutathione (GSH), which leads to a
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GSSG-dominant pro-oxidant cellular status that contributes to its
antiproliferative properties.

In this context, we described the potent antitumor activities of
nor-f-lapachones [26,28]. Importantly, C-ring modified, nor-p-
lapachone with arylamino groups were the most active lapachones
described [26]. These compounds present significant anti-
proliferative effects in human myeloid leukemia cell lines and
induce oxidative DNA damage by ROS generation. They also
somehow impair DNA repair activity, while triggering cell death,
which may be apoptosis [51]. Compound 21 was designed based on
prior experience with these bioactive lapachones. This compound
contains the structural framework of the 3-arylamino-nor-f-lapa-
chone derivatives reported before, but with a second redox chal-
cogen centre inserted by click chemistry reaction. This substance
was highly active against all cancer cell lines evaluated, with ICsg
values ranging from 0.07 to 0.38 puM. Moreover, compound 21
exhibited a high selectivity index (SI represented by the ratio of
cytotoxicities between normal cells and different lines of cancer
cells). For instance, PBMC vs HL-60 = 19.8. By comparison,

doxorubicin, a standard clinically used drug against various types of
cancers, contained a selectivity index value of 10.6. In the same way,
compound 22 (ICsq in the range of 1.06—2.56 M) was more active
than nor-fB-lapachone-based 1,2,3-triazole without the chalcogen
atom. Herein, two important examples of successful preparation of
potent antitumor quinones with two redox centres are reported.
Compound 26, another nor-lapachone derivative obtained from C-
allyl lawsone (23), also exhibited potent antitumor activity. This
drug was considered highly active with ICsq values ranging from
0.07 to 0.29 pM, suggesting a highly active structure. Compounds
21 and 26 presented similar antitumor activities, showing the
importance of the ortho-naphthofuranquinone moiety and the
triazole selenium-containing group that potentially works together
in the same two redox centre structures.

1,4-Naphthoquinones 36—40 were also evaluated and the
compounds were considered moderately active with exception of
compound 40, which was inactive against all cancer cells examined.
The last compounds evaluated were asymmetric a-lapachone 48
and 49 and these substances were inactive. As recently described
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by us [45], the asymmetric a-lapachone derivatives are inactive
against several cancer cell lines evaluated. Herein, we tried to
improve their activities using the approach of insertion of the
chalcogen in these quinones, but the strategy failed. Selectivity
index for the most active compounds was summarized in Table 2.

Previous studies from our laboratory revealed that compounds
50—53 (Fig. 1) can be considered as prototypes possessing potent
antitumor activities against diverse cancer cells [25,26]. To deepen
our knowledge about the mechanism of action of compounds
50-53 and compare the previously reported structures with
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Cytotoxic activity expressed by ICso tM (95% CI) of compounds 4—7, 9—10, 13—16, 19—22, 25, 26, 28, 29, 36—38, 39, 40, 48 and 49 in cancer and normal cell lines after 72 h
exposure, obtained by nonlinear regression for all cell lines from three independent experiments.

Compd HL-60 HCT-116 PC3 SF295 MDA-MB-435 OVCAR-8 PBMC V79 1929
4 >13.99 >13.99 >13.99 >13.99 >13.99 >13.99 >13.99 >13.99 >13.99
5 1.66 2.96 2.15 2.05 2.72 148 6.11 3.67 413
(1.09-2.22) (2.19-3.81) (1.94-2.36)  (1.52-2.54) (2.33-3.28) (1.38-1.62) (5.65—6.88) (2.89—4.45) (3.28—4.87)
6 2.00 4.90 2.60 1.88 1.49 3.09 416 3.65 3.30
(1.74—2.25) (4.62—5.76) (2.18-2.86)  (1.47—2.26) (1.30-1.70) (1.98—4.85) (3.93—4.44) (3.21-3.81) (2.81-3.58)
7 5.46 224 3.89 420 3.85 2.55 4.45 520 5.46
(4.87-6.10) (1.71-2.53) (3.18-447)  (3.93-4.89) (3.49-4.33) (2.05-2.95) (3.91-5.14) (4.62—5.43) (4.97—6.00)
9 1.43 2.48 1.68 1.93 1.54 224 3.58 2.40 2.04
(1.32-1.54)° (2.32-2.68) (152-2.02)  (1.76-2.12)° (1.46—1.62)° (1.99-2.70) (3.34-3.86)° (2.29-2.51) (1.74—2.43)
10 1.22 1.11 1.90 1.52 131 0.92 1.87 217 1.74
(1.13-1.35) (0.84-1.26) (1.60-2.01)  (1.44—1.67) (1.22-1.52) (0.88—1.22) (1.45-2.26) (2.03-2.31) (1.67—1.94)
13 2.59 4.60 5.15 >14.56 3.93 7.13 6.46 6.06 533
(2.30—2.94) (3.78—5.59) (4.63—5.80) (3.44-4.40) (6.12—8.30) (5.50—7.10) (5.36—6.55) (5.15-5.53)
14 223 3.30 409 3.04 2.52 3.53 3.16 420 3.68
(1.78—2.67) (2.90—3.68) (3.49-457)  (2.64-3.82) (2.23-2.75) (3.34-3.75) (2.86—3.49) (3.82—4.90) (3.45-4.34)
15 1.08 128 1.71 1.08 0.88 0.68 3.33 3.78 338
(0.86—1.49) (1.04-1.57) (1.44-2.03)  (0.94—1.46) (0.76—1.06) (0.43—1.06) (2.94-3.56) (3.73-3.94) (3.06—3.65)
16 1.59 2.54 2.95 2.65 2.15 2.80 323 403 3.77
(1.34-1.87) (1.55—2.88) (222-347)  (2.39-334) (2.00-2.32) (2.45-3.34) (2.43-3.96) (3.29-4.63) (3.06—4.48)
19 0.26 1.48 1.86 2.59 2.04 2.53 2.80 2.16 2.50
(0.20-0.35) (1.34-1.69) (1.69-2.39)  (2.36-2.85) (1.78—2.18) (2.33-2.74) (2.30-3.35) (1.83—2.68) (2.33-2.77)
20 3.08 0.89 1.74 3.23 1.19 134 nd 327 2.67
1.48-6.46" (0.82—1.00) (122-2.15)  2.38—438" 1.08—1.34° (1.15—1.45) (2.97-3.53) (2.26-3.49)
21 0.07 0.14 0.38 0.34 023 0.20 139 1.13 0.94
(0.02—0.16) (0.11-0.25) (029-0.67)  (0.20-0.45) (0.16—0.38) (0.14—0.43) (1.12-1.53) (1.03—1.26) (0.86—1.15)
22 1.29 2.52 243 131 1.06 226 1.76 2.65 2.30
(1.03-1.59) (2.00—2.88) (1.87-321)  (1.10-1.59) (0.99-1.12) (1.66—3.06) (1.44-2.11) (1.76—3.16) (1.89-2.71)
25 0.82 0.63 0.51 0.39 0.39 0.35 1.80 0.82 1.06
(0.55—1.45) (0.43-0.86) (024-059)  (0.31-0.43) (0.27—0.59) (0.12-0.47) (1.57—2.15) (0.67—1.14) (0.94—1.18)
26 0.13 0.24 024 0.22 0.29 0.07 131 0.44 0.62
(0.04—0.29) (0.18—0.31) (020-027)  (0.20-0.24) (0.22-0.33) (0.02—0.13) (1.11-1.40) (0.22—0.60) (0.49-0.78)
28 0.31 0.24 0.39 0.35 0.20 0.35 3.21 247 2.15
(0.20—0.43) (0.16—0.39) (0.16-0.63)  (0.12—-0.47) (0.04—0.27) (0.27—0.43) (2.58—4.27) (2.27-3.02) (1.88—2.70)
29 0.82 242 1.40 0.98 0.62 0.91 2.80 2.02 2.15
(0.58—1.09) (1.80—3.26) (1.13-1.71)  (0.69-1.44) (0.42—1.02) (0.75-1.11) (2.53—3.04) (1.64—2.44) (2.04—2.53)
36 2.14 3.25 225 2.93 2,01 2.58 6.34 2.51 3.43
(1.99—2.49) (3.01-3.76) (1.92-2.40)  (2.77-3.08) (1.64—2.47) (2.21-2.97) (5.70—6.66) (2.03—2.86) (3.01-3.78)
37 1.11 1.67 2.29 1.61 1.43 237 3.86 3.03 3.30
(0.96—1.23) (1.43—2.05) (2.07-2.53)  (1.43—1.89) (1.17-1.81) (1.87—2.49) (3.78—4.04) (2.87—3.40) (2.97-3.62)
38 1.13 1.72 2.08 0.97 3.09 1.89 475 3.99 3.83
(0.78—1.20) (1.42—1.98) (1.84-241)  (0.85-1.28) (2.72-3.76) (1.46—2.67) (4.44-5.06) (3.40—4.49) (3.76—3.97)
39 221 427 2.16 3.41 2.36 3.51 8.64 5.77 517
(1.91-2.56) (422-4.52) (1.76-2.71)  (3.11-3.62) (1.91-2.91) (3.16-4.27) (7.53—9.69) (4.62-6.73) (4.27-5.97)
40 >12.68 >12.68 >12.68 >12.68 >12.68 >12.68 >12.68 >12.68 >12.68
48 826 722 7.79 5.58 6.82 7.90 7.45 6.74 7.16
(8.00-9.17) (6.78—7.56) (7.46-8.07)  (5.41-6.00) (6.23—-7.16) (7.37-8.19) (7.24-7.71) (6.04—7.05) (6.91-7.50)
49 >8.67 >8.67 >8.67 >8.67 >8.67 >8.67 >8.67 >8.67 >8.67
B-lap. 1.57 0.87 1.65 0.95 025 1.16 >20.63 - -
1.11-1.69 0.74-0.95 1.40-1.94 0.70-1.03 0.16-0.33 0.97-1.25
DOXO 0.06 0.15 0.02 0.51 0.96 041 0.55 0.28 023
0.02—0.09 0.09-0.21 0.02—0.04 0.43-0.58 0.87-1.10 0.36-0.49 0.41-0.58 0.21-0.36 0.15-0.30
a Ref. [41].

b Ref. [25]. nd, not determined.

selenium-containing lapachone-based 1,2,3-triazoles, we exam-
ined their potential NQO1-dependent cytotoxicities using a set
two-hour exposure, with or without the NQO1 inhibitor, dicou-
marol. Such exposures take advantage of elevated NQO1 levels
specifically in most solid cancers compared to associated normal
tissue [11]. Within the class of selenium-containing quinones, we
selected compounds 21 and 22 to evaluate their characteristics by
an NQO1-dependent mechanism.

NQO1-dependency assessments. Within the drug concentra-
tion range tested, the compounds showed activity against human
A549 non-small cell lung adenocarcinoma, an alveolar basal
epithelial cell line. These cells express high levels of NQO1
(3000 + 300 enzymatic units). Cell death for many of the com-
pounds tested were NQOT1-specific, since addition of dicoumarol
(DIC, an NQO1 inhibitor) spared their lethality. Based on the

survival curves (Fig. 2), previously reported arylamine substituted
nor-B-lapachones have predicted ICso as follows, compounds:
50 = 2.6 uM, 51 =1.8 uM, 52 = 2.4 uM and 53 = 1.3 pM. Compound
53 showed the most dramatic lethality within a narrow therapeutic
window, going from 93% viability at 0.8 uM to 11% viability at
1.6 puM. Overall, compounds 50—53 were NQO1-specific drugs
exhibiting similar or lower ICs5¢ values than B-lapachone. Com-
pounds 21 and 22, selenium-containing quinones, with ICsg
values = 0.64 and 1.2 uM, respectively, were the most active of this
series and were NQO1-dependent (Table 3). They showed
tremendous therapeutic windows using DIC treatment as a surro-
gate for responses to NQO1-cells, such as that found for nearly all
human normal tissue [12a]. These responses are indicative of
NQO1-dependent futile redox cycling of these drugs that create
massive ROS, specifically H,0,, that ultimately cause PARP1



Table 2

Selectivity index for most acticompounds (only ICsg values < 2 uM for cancer cell lines were considered) [Selectivity index, represented by the ratio of cytotoxicities between
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normal cells and different lines of cancer cells].

Compd PBMC, V79 and L929 vs. PBMC, V79 and L929 vs. PBMC, V79 and L929 PBMC, V79 and L929 vs. PBMC, V79 and L929 vs. MDA- PBMC, V79 and L929 vs.
HL-60 HCT-116 vs. PC3 SF295 MB-435 OVCAR-8

5 3.6,2.2 and 2.4 - - 29,1.7 and 2.0 — 4.1,2.4 and 2.7

6 2.0,1.8 and 1.6 - - 22,19and 1.7 2.8,24 and 2.2 -

9 2.5,1.6 and 1.4 - 2.1,14 and 1.2 1.8, 1.2 and 1.0 23,1.5and 1.3 —

10 1.5,1.7 and 14 1.6, 1.9 and 1.5 0.9,1.1 and 0.9 12,14 and 1.1 14, 1.6 and 1.3 2.0,23and 1.8

15 3.0,3.5and 3.1 2.6,2.9and 2.6 19,22 and 1.9 3.0,3.5 and 3.1 3.7,4.2 and 3.8 4.8,5.5 and 4.9

19 10.7, 8.3 and 9.6 1.89, 1.45 and 1.68 1.50, 1.1 and 1.3 — - -

21 19.8,16.1 and 13.4 9.9, 8.0 and 6.7 3.6,2.9 and 2.4 40,33 and 2.7 6.0, 4.9 and 4.0 6.9, 5.6 and 4.7

22 1.3,2.0and 1.7 - - 1.3,2.0 and 1.75 1.6, 2.5 and 2.1 -

25 2.1,1.0,and 1.2 2.8,1.3and 1.6 3.5, 1.6 and 2.0 4.6,2.1 and 2.7 4.6,2.1 and 2.7 5.1, 2.3 and 3.0

26 10.0, 3.3 and 4.7 5.4,1.8 and 2.5 5.4,1.8 and 2.5 5.9,2 and 2.8 45,15 and 2.1 18.7,6.2 and 8.8

28 10.3,7.9 and 6.9 13.3,10.2 and 8.9 8.2,6.3 and 5.5 9.1,7.0 and 6.1 16.0, 12.3 and 10.7 9.1,7.0 and 6.1

29 34,24 and 2.6 - 20,14 and 1.5 2.8,2.0 and 2.1 4.5,3.2 and 3.4 3.0,2.2and 2.3

37 34,2.7 and 2.9 2.3,1.8and 1.9 - 2.3,1.8and 2.0 2.6,2.1and 2.3 —

38 42,35 and 3.3 2.7,2.3 and 2.2 — 4.8,4.1 and 3.9 — -

Doxorubicin 9.1, 4.6 and 3.8 3.6,1.8 and 1.5 27.5,140and 11.5 1.0,0.5 and 0.4 0.5, 0.2 and 0.2 1.3,0.6 and 0.5
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Fig. 1. Selected compounds for NQO1 studies.

hyperactivation and programmed necrosis [23,24,52].

The externalization of phosphatidylserine is considered an
important marker in the apoptotic process. After treatments,
selected compounds 21 and 22 induced a significant increase on
populations of PC3 cells with phosphatidylserine expressed on the
cell surface (Fig. 3). On the other hand, phosphatidylserine exter-
nalization was not observed in cultures pre-treated with NAC
before 21 and 22 exposure or co-treated with dicoumarol (Fig. 3).
Our data show that cytotoxic mechanisms of tested compounds
may involve drug bioreduction by quinone reductase NQO1 as well
emphasizing the ROS contribution on the cytotoxicity suggesting
that tested compounds-induced apoptosis is associated with ROS
production. Finally, corroborating these studies, we observed that a
short exposure (1 h) to compound 21 led to the generation of
intracellular ROS. In other hand, in cultures pre-exposed with NAC,
compound 21 was not able to generate ROS, which may be
explained due the antioxidant protection exercised by NAC (See
Fig. S1 in the Supporting Information).

3. Conclusions

By using the strategy of conjoining two redox centres, a qui-
noidal moiety and the atom of selenium, we prepared and evalu-
ated the activities of novel and diverse selenium-containing
quinone-based 1,2,3-triazole compounds against cancer versus
normal cell lines. We assessed these drugs for lethality overall
(Table 1) as well as for specific role of NQO1. In general, our
approach was efficient and we identified compounds with ICsg
values below 0.3 pM that were more potent than B-lapachone or
doxorubicin, a standard clinically used agent against several types

of cancers. We also studied the efficacy of two more active com-
pounds 21 and 22 and found that these are specifically bioactivated
by NQO1 with higher potency than nor-B-lapachone, previously
published by us. Interestingly, we found that several of these drugs
contained glutathione peroxidase (GPx)-like activities with
selected selenium-containing nor-B-lapachone-based 1,2,3-
triazoles being the most potent, and functionally acting on these
two targets. Annexin V cytometry assay was also used to visualize
the cell population in viable, early and late apoptosis stage for
compounds 21 and 22. The cytotoxic mechanisms of 21 and 22 are
intrinsically related with ROS contribution on the cytotoxicity
suggesting that apoptosis is associated with ROS production. In
order, we have described different classes of quinones, ortho- and
para-quinoidal systems with potent antitumor activity. For
example, compound 29 (para-quinone) has ICsp in the range of
0.62—2.42 uM in the cancer cell lines evaluated. Ortho-quinones,
exemplified for compounds 10, 21, 22 and 26, presented IC5gp among
0.07—2.52 uM. Finally, we have described potent antitumor naph-
thoquinone compounds that emerge as promising molecules for
the therapeutic use of cancers overexpressing NQO1.

4. Experimental section
4.1. Chemistry

4.1.1. General procedures

Lawsone were acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Lapachol 1) (2-hydroxy-3-(3’-methyl-2’-butenyl)-1,4-
naphthoquinone) was extracted from the heartwood of Tabebuia
sp. (Tecoma). C-allyl lawsone (23) was prepared from lawsone as
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Fig. 2. Compounds 21, 22, 50—53 and B-lapachone evaluated for NQO1-dependence.

NQO1-dependent lethal responses of various compounds. ICsq values are reported for cells exposed for two hours in the absence or presence of dicoumarol (DIC).

Compound Activity NQOT1 specific ICs50 (WM) ICs50 (uM) + DIC DIC protection
21 Yes Yes 0.64 >3.2 Yes
22 Yes Yes 1.2 >3.2 Yes
50 Yes Yes 2.6 >3.2 Yes
51 Yes Yes 1.8 >3.2 Yes
52 Yes Yes 24 >3.2 Yes
53 Yes Yes 13 >3.2 Yes
B-lapachone Yes Yes 34 >10 Yes

previously reported [53]. A saturated aqueous sodium carbonate
solution was added to the sawdust of ipe tree. Upon observing rapid
formation of lapachol sodium salt, hydrochloric acid was added,

allowing the precipitation of lapachol. Then, the solution was cording to standard procedure [54].

filtered and a yellow solid was obtained. This solid was purified by

recrystallizations with hexane. All chemicals were obtained from
commercial sources and used without further purification. Solvents
were distilled and when required were dried by distillation ac-

For the synthesis of (azidomethyl)(phenyl)selane (PhSeCH;N3):
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Fig. 3. Effect on phosphatidylserine externalization after 6 h-treated PC3 with 5 uM of tested compounds. The phosphatidylserine externalization was determined by flow cytometry
using AnnV-FITC (YLW-HLog) and PI (RED-HLog). Viable cells are plotted at lower left quadrant, cells in early and late apoptosis with phosphatidylserine externalized are plotted at
lower right and upper right quadrants, respectively, and necrotic cells are plotted at upper left quadrant. *p < 0.05 compared to control by ANOVA followed by Newman-Keuls test.
Data are presented as mean values + S.E.M. from three independent experiments in triplicate.

Initially (chloromethyl)(phenyl)selane was prepared by the reac-
tion of a solution of diphenyl diselenide (3.0 mmol) in THF (6.0 mL)
with NaBH4 (2 eq.) in EtOH (6.0 mL) and CHCl, (30 mL). The
mixture was kept under reflux in inert atmosphere and stirred for
12 h. After this period and subsequently extraction with H,O, the
organic phase were combined, dried over MgSQO4, and concentrated
under vacuum. The residue was purified by flash chromatography
on silica gel using hexane as the eluent [55]. To a solution of
(chloromethyl)(phenyl)selane (PhSeCH,Cl) (3.0 mmol) in CH3CN
(5.0 mL), sodium azide (4.5 mmol) and 18-crown-6 (0.60 mmol)
were added at room temperature. Then the reaction mixture was
stirred for 48 h under nitrogen atmosphere. After this time, 30 mL
of H,O was added and the organic phase was extracted with CH,Cls.
The organic layers were combined, dried over MgSO4, and
concentrated under vacuum. The residue was purified by flash
chromatography on silica gel using hexane as the eluent. The
product was obtained in 90% yield [56].

For the synthesis of phenyl propargyl selenide: To a solution of
diphenyl diselenide (1.0 mmol) in THF (8.0 mL) with NaBH4 (2 eq.)
in EtOH (4 mL). The mixture was kept under agitation at temper-
ature of 0 °C under inert atmosphere and, then, propargyl bromide
(2.0 mmol) in THF (4 mL) was added. After 10 min, 30 mL of H,0
was added and the organic phase was extracted with ethyl acetate.

The organic phases were combined, dried over MgSO4, and
concentrated under vacuum. The residue was purified by flash
chromatography on silica gel using hexane as the eluent. The
product was obtained in 85% yield [57].

Melting points were obtained on a Thomas Hoover and are
uncorrected. Column chromatography was performed on silica gel
(SiliaFlash G60 UltraPure 60—200 pm, 60 A). Infrared spectra were
recorded on an FTIR Spectrometer IR Prestige-21-Shimadzu. 'H
and 3C NMR were recorded at room temperature using a Bruker
AVANCE DRX200 and DRX400 MHz, in the solvents indicated,
with tetramethylsilane (TMS) as internal reference. Chemical
shifts (6) are given in parts per million (ppm) and coupling con-
stants (J) in Hertz (Hz). The mass spectrometer was operated in
the positive ion mode. A standard atmospheric pressure photo-
ionization (APPI) source was used to generate the ions. The sample
was injected using a constant flow (3 pL/min). The solvent was an
acetonitrile/methanol mixture. The APPI-Q-TOF MS instrument
was calibrated in the mass range of 50—3000 m/z using an internal
calibration standard (low concentration tuning mix solution)
supplied by Agilent Technologies. Data were processed employing
Bruker Data Analysis software version 4.0. Compounds were
named following IUPAC rules as applied by ChemBioDraw Ultra
(version 12.0).
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4.1.2. Procedures to prepare arylamino lapachones 4, 13 and 19

To prepare 4 and 13: Compounds 3 and 12 (1.0 mmol) were
dissolved in 25 mL of CH,Cl, and an excess of 3-ethynylaniline
(117 mg, 1.2 mmol) was added. The mixture was left under stir-
ring overnight, followed by the addition of 50 mL of water. The
organic phase was extracted with CH,Cl,, washed with 10% HCI
(3 x 50 mL), dried over sodium sulfate, and filtered. The solvent
from the crude was evaporated under reduced pressure and it was
purified by column chromatography on silica-gel, using eluents
with an increasing polarity gradient mixture of hexane and ethyl
acetate (9/1 to 7/3).

To prepare 19: To a solution of nor-lapachol (17) (228 mg,
1.0 mmol) in 25 mL of chloroform, 2 mL of bromine was added. The
bromo intermediate 18 precipitated immediately as an orange
solid. After removal of bromine, by adding dichloromethane and
then removing the organic solvent with dissolved bromine by ro-
tary evaporator, an excess of 3-ethynylaniline (117 mg, 1.2 mmol)
was added in CH,Cl, and the mixture was stirred overnight. The
crude reaction mixture was poured into 50 mL of water. The organic
phase was separated and washed with 10% HCl (3 x 50 mL), dried
over sodium sulfate, filtered, and evaporated under reduced pres-
sure. The product 19 was obtained after purification by column
chromatography in silica-gel, eluted with an increasing polarity
gradient mixture of hexane and ethyl acetate (9/1 to 7/3).

4.1.3. General procedures to prepare the azide derivatives

The previously published azido derivatives 5, 9, 14, 20, 25, 39, 46
were prepared as described in the literature [40—42,46—48].
Compound 28 (1.0 mmol) was prepared from 27 in the presence of
sodium azide (120 mg, 1.85 mmol) in 2 mL of dimethylformamide
(DMF). The mixture was stirred at room temperature until product
formation was complete as determined by thin layer chromatog-
raphy. After extraction with CH)Cl,, the residue was dried over
anhydrous NaySO4 and concentrated under reduced pressure.
Compound 28 was obtained after purification by column chroma-
tography on silica gel eluting with a gradient mixture of hex-
ane:ethyl acetate with increasing polarity. The unpublished azide
derivative 47 was prepared following the same procedure previ-
ously described [48].

4.14. General procedures for the preparation of 1,2,3-triazole
derivatives

The azidoquinones (1.0 mmol) or quinone with terminal alkynes
(1.0 mmol) were reacted with CuSO4-5H;0 (0.04 mmol) and so-
dium ascorbate (0.11 mmol) and the phenyl propargyl selenide
(195 mg, 1.0 mmol) or (azidomethyl)(phenyl)selane (212 mg,
1.0 mmol) in a mixture of CH2Cly:H,0 (12 mL, 1:1, v/v). The mixture
was stirred at room temperature until product formation was
complete as determined by thin layer chromatography. The
aqueous phase was extracted with CH,Cl,, dried over anhydrous
Na,SO4 and concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by column chromatography on silica gel eluting with a
gradient mixture of hexane:ethyl acetate with increasing polarity.

4.1.5. 4-((3-ethynylphenyl)amino)-2,2-dimethyl-3,4-dihydro-2H-
benzo[g]chromene-5,10-dione (4)

Yield: 70%; mp 196—197 °C; Brown solid. '"H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.11-8.03 (m, 2H), 7.75—7.68 (m, 2H), 7.16 (t,] = 7.5 Hz, 1H),
6.95—6.85 (m, 2H), 6.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.68 (t, J = 3.7 Hz, 1H),
3.03 (s, 1H), 2.27 (dd, J = 3.5 and 14.4 Hz, 1H), 2.02 (dd, J = 5.5 and
14.4 Hz, 1H), 1.54 (s, 6H); 3C NMR (CDCls, 50 MHz) 6 183.7, 180.0,
155.5, 146.3, 134.6, 133.3, 132.1, 131.0, 1294, 126.5, 126.3, 123.0,
122.8,118.4,117.1,115.2, 84.1, 79.2, 43.7, 37.4, 28.7, 26.3; HRMS (ES™)
calculated for Cp3HpoNO3 [M+H]*': 358.1443; found: 358.1488.

4.1.6. 2,2-Dimethyl-4-((3-(1-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)phenyl)amino )-3,4-dihydro-2H-benzo[g]chromene-
5,10-dione (6)

Yield: 75%; mp 101-102 °C; Red solid. 'TH NMR (400 MHz, CDCls)
0 8.11 (dd, J = 7.1 and 1.7 Hz, Hy), 8.07 (dd, J = 7.1 and 1.6 Hz, Hg),
7.72 (td, J = 7.1, 7.1 and 1.6 Hz, Hg), 7.68 (td, J = 7.1, 7.1 and 1.7 Hz,
H7), 7.62 (s, Hs-triazole), 7.50 (d, ] = 7.4 Hz, Hyvjgr), 7.33—7.39 (m,
Hyr), 7.26—7.28 (m, Hy), 7.28—7.33 (m, H3r5"), 7.20—-7.26 (m, Hx),
7.05(d,J=7.7Hz, Hy), 6.69 (dd,] = 8.0 and 1.8 Hz, Hg'), 5.71 (s, Hi2),
4.78 (dd,]J = 5.6 and 3.4 Hz, Hy), 2.32 (dd, ] = 14.3 and 3.4 Hz, H3, or
Hsp), 2.06 (dd, J = 14.3 and 5.6 Hz, Hs, or Hsyp), 1.55 (s, Hy1’ or Hyyr),
1.54 (s, Hyy or Hypr); °C NMR (CDCls, 100 MHz) 6 183.5 (Cs), 180.0
(C10),155.3 (C10a), 148.5 (C4-triazole), 147.4 (C1), 134.8 (Ca6v), 134.3
(Cg), 133.1 (C7), 132.1 (Coy), 131.3 (C3r), 130.9 (Cs,), 129.8 (Cs1), 129.6
(C3ry51), 129.0 (C47), 127.4 (Cy), 126.4 (Cg), 126.2 (Cg), 119.4 (Cs-tri-
azole), 118.9 (C4a), 115.7 (C4), 113.6 (Cg'), 110.7 (Cy), 79.1 (Cy), 44.8
(C]z), 432 (C4), 376 (Cg), 29.0 (C]]/ or C]]H), 26.1 (C]]/ or C]]N); HRMS
(EST) calculated for C3gHo7N403Se [M+H]T: 571.1248; found:
571.1234.

4.1.7. 2,2-Dimethyl-4-(4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-
1-yl)-3,4-dihydro-2H-benzo[g]chromene-5,10-dione (7)

Yield: 70%; mp 168—169 °C; Yellow solid. 'TH NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.18—8.09 (m, 1H), 8.04—7.96 (m, 1H), 7.80—7.68 (m, 2H),
7.50—7.39 (m, 2H), 7.24—7.10 (m, 4H), 5.71 (t, ] = 6.3 Hz, 1H), 4.13 (s,
2H), 2.73 (dd, J = 5.5 and 14.4 Hz, 1H), 2.29 (dd, ] = 6.3 and 14.4 Hz,
1H), 1.50 (s, 3H), 1.21 (s, 3H); '3C NMR (CDCls, 50 MHz) 6 182.7,
179.5,156.3, 145.3,134.7,133.7,131.8, 131.1, 129.7,129.1, 127.5, 126.8,
126.6, 122.0, 115.0, 79.4, 49.6, 39.0, 27.0, 26.5, 20.8; HRMS (ES™)
calculated for Cy4Hp1N303SeNa [M+Na]™: 502.0646; found:
502.0643.

4.1.8. 3-Bromo-2,2-dimethyl-4-(4-((phenylselanyl)methyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl)-3,4-dihydro-2H-benzo[h|chromene-5,6-dione
(10)

Yield: 90%; mp 105—106 °C; Orange solid. '"H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.11 (dd,J = 7.6 and 1.4 Hz, H7), 7.90 (dd, ] = 7.6 and 1.2 Hz,
Hyo), 7.73 (td, ] = 7.6, 7.6 and 1.2 Hz, Hg), 7.63 (td, ] = 7.6, 7.6 and
1.4 Hz, Hg), 7.48—7.52 (m, Hy/e'), 7.48 (s, Hs-triazole), 7.22—7.25 (m,
Hzs), 7.22—7.25 (m, Hy), 5.55 (d, ] = 8.9 Hz, Hg), 4.93 (d,] = 8.9 Hz,
Hs), 417 (d, ] = 13.3 Hz, Hy24), 4.13 (d, ] = 13.3 Hz, Hy3p), 1.71 (s, Hy1
or Hy1#), 1.64 (s, Hy1- or Hyp#); 3C NMR (CDCl3, 100 MHz) 6 177.8 (C),
176.4 (Cs), 162.7 (Cqop), 144.5 (Cy-triazole), 135.2 (Cg), 134.1 (Coje),
132.3 (Co), 130.6 (C10a), 130.5 (Cea), 129.4 (Cy), 129.2 (C7), 129.1 (C3y
5), 127.6 (Cy), 125.3 (Cqp), 125.0 (Cs-triazole), 110.3 (C4,), 83.4 (Cy),
54.4 (Cg), 58.9 (C4), 20.7 (C]]l or C]]N), 274 (C]]f or Cn”), 20.7 (C]z);
HRMS (ES+) calculated for Cp4Hp1BrN303Se [M+H]|": 557.9931;
found: 557.9923.

4.19. 3-((3-ethynylphenyl)amino)-2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-dione (13)

Yield: 65%; mp 165—167 °C; Brown solid. 'TH NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.14—8.04 (m, 2H), 7.78—7.66 (m, 2H), 7.15 (t, ] = 8.0 Hz,
1H), 6.91 (d, ] = 7.5 Hz, 1H), 6.74 (s, 1H), 6.62 (dd, ] = 2.1 and 8.0 Hz,
1H), 4.87 (s, 1H), 3.03 (s, 1H), 2.27 (s, 1H), 1.65 (s, 3H), 1.54 (s, 3H);
13¢ NMR (CDCl3, 50 MHz) ¢ 181.7, 178.7, 159.9, 146.8, 134.6, 133.2,
133.1,131.5,129.4, 126.5, 126.3, 123.0, 122.4,122.1, 116.3, 114.0, 94.9,
83.9, 62.2, 29.5, 27.1, 21.5; HRMS (ES™) calculated for CopH17NO3Na
[M+Na]": 366.1106; found: 366.1257.

4.1.10. 2,2-Dimethyl-3-((3-(1-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)phenyl)amino )-2,3-dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-
dione (15)

Yield: 70%; mp 120—122 °C; Red solid. TH NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.10(dd, ] = 7.4 and 1.4 Hz, Hg), 8.07 (dd, J = 7.4 and 1.6 Hz,
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Hs), 7.73 (td, ] = 7.4, 7.4 and 1.6 Hz, Hy), 7.68 (td, ] = 7.4, 7.4 and
1.4 Hz, Hg), 7.60 (s, Hs-triazole), 7.50 (d, ] = 7.5 Hz, Hyjg), 7.27—7.39
(m, H3vjs), 7.27—7.39 (m, Her), 7.22 (t, ] = 7.8 Hz, Hs'), 7.20 (s, Hy),
7.04(d, ] = 7.8 Hz, Ha), 6.61 (dd, ] = 7.8 and 1.8 Hz, Hg), 5.71 (s, H11),
4.96 (S, H3), 4.05 (Sl, Nﬂ), 1.67 (S, Hjo or H]()”), 1.57 (S, Hjo or H]()”):
13C NMR (CDCl3, 100 MHz) 6 181.8 (C4), 178.6 (Cg), 159.8 (Ca,), 148.3
(Cy-triazole), 147.5 (Cyr), 134.8 (Carjer), 134.5 (C7), 133.2 (Csa), 133.1
(Ce), 131.9 (C3), 131.6 (C4a), 129.9 (Cs), 129.6 (C37/57), 129.0 (Car),
127.4 (Cyv), 126.5 (Cg), 126.2 (Cs), 122.3 (C3a), 119.4 (Cs-triazole),
115.9 (Cy), 113.1 (Cg'), 110.5 (C'), 95.5 (Cy), 62.3 (C3), 44.7 (Cq1), 27.2
(Cio or Cyov), 21.6 (Cigr or Cigr); HRMS (ES") calculated for
Ca9H25N405S5e [M+H]*: 557.1092; found: 557.1101.

4.1.11. 2,2-Dimethyl-3-(4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-2,3-dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-dione (16)

Yield: 80%; mp 172—174 °C; Yellow solid. 'TH NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.18 (dd, J = 7.4 and 1.6 Hz, Hg), 8.08 (dd, J = 7.4 and 1.6 Hz,
Hs), 7.80 (td, ] = 7.4, 7.4 and 1.6 Hz, Hy), 7.76 (td, ] = 7.4, 7.4 and
1.6 HZ, Hs), 7.40 (dd,_] =79and 14 HZ, Hz//sf), 7.08—7.19 (m, H3f/5f),
7.08—719 (m, Hy), 6.98 (s, Hs-triazole), 5.92 (s, Hs3), 4.14 (d,
_] = 13.5 Hz, Hn), 4.09 (d,j = 13.5 Hz, Hip ), 1.67 (S, Hyo or H]O//), 1.02
(s, Hyg or Hygr); 3C NMR (CDCl3, 100 MHz) 6 180.5 (C4), 177.8 (Co),
151.1 (Coa), 145.8 (Cy-triazole), 134.9 (C7), 133.9 (Cy/e'), 133.6 (Cs),
132.7 (Cga), 131.6 (C4a), 129.13 (Cyr), 129.06 (C35), 127.5 (Cy), 126.8
(Csg), 126.5 (Cs), 121.2 (Cs-triazole), 118.3 (Cs,), 94.5 (C2), 67.3 (C3),
27.4 (C1o or C107), 20.7 (C1ov or C107), 20.5 (Cq1); HRMS (ES™) calcu-
lated for Co3H19N303SeNa [M+Na]™: 488.0489; found: 488.0486.

4.1.12. 3-((3-ethynylphenyl)amino)-2,2-dimethyl-2,3-
dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (19)

Yield: 70%; mp 205—206 °C; Red solid. "H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.10 (dd, ] = 2.0 and 8.0 Hz, 1H), 7.76—7.58 (m, 3H), 7.12 (t,
J = 7.8 Hz, 1H), 6.88 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 6.69 (s, 1H), 6.58 (dd, ] = 2.0
and 8.0 Hz, 1H), 4.79 (s, 1H), 3.02 (s, 1H), 1.68 (s, 3H), 1.57 (s, 3H); 3C
NMR (CDCls, 50 MHz) § 175.4,169.7,147.1, 134.7,132.7,131.2, 129.6,
1294, 128.6, 125.2, 122.9, 122.2, 116.1, 115.0, 114.1, 96.8, 84.1, 61.5,
274, 21.8; HRMS (ES™) calculated for Cy;H{7NO3Na [M+Na]*t:
366.1106; found: 366.1108.

4.1.13. 2,2-Dimethyl-3-((3-(1-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)phenyl)amino )-2,3-dihydronaphtho[1,2-b|furan-4,5-
dione (21)

Yield: 50%; mp 135—137 °C; Red solid. "H NMR (400 MHz, CDCls)
68.12(d,J=74Hz,Hg),7.70(td, ] = 7.4, 7.4 and 1.1 Hz, Hy), 7.74 (dd,
J=74and 1.1 Hz, Hy), 7.64 (td,] = 7.4, 7.4 and 1.6 Hz, Hg), 7.59 (s, Hs-
triazole), 7.50 (d, ] = 6.9 Hz, Hyrg7), 7.28—7.40 (m, H3/57), 7.28—7.40
(m, Hyr), 714 (s, Hy), 7.20 (dd, J = 81 and 7.7 Hz, Hs), 7.02 (d,
J=7.7Hz, Hy),6.56 (dd,] = 8.1 and 2.2 Hz, Hg'), 5.51 (s, H11), 4.89 (s,
H3), 3.70—4.37 (Sl, Nﬂ), 1.60 (S, Hyo or H](]”), 117 (S, Hyo or H]()N); BC
NMR (CDCl3, 100 MHz) 6 181.0 (Cs), 175.4 (C4), 169.6 (Cop), 148.3 (C4-
triazole), 147.8 (Cy'), 134.8 (Ca67), 134.6 (C7), 132.5 (Cg), 131.3 (C3),
131.2 (Coa), 129.8 (Cs'), 129.6 (C37/57), 129.5 (Cg), 128.9 (Cyr), 127.5
(Csa), 127.4 (Cy#), 1251 (Cg), 119.5 (Cs-triazole), 115.5 (Cy), 115.1
(C3a), 113.0 (Cg), 110.2 (Cy'), 96.9 (C3), 61.6 (C3), 44.8 (C11), 27.5 (C1o
or Cyor), 218 (Cipp or Cyor); HRMS (EST) calculated for
Co9H24N403SeNa [M+Na]*: 579.0911; found: 579.0890.

4.1.14. 2,2-Dimethyl-3-(4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-2,3-dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (22)

Yield: 80%; mp 186—188 °C; Yellow solid. "H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.19 (d, J = 7.3 Hz, Hg), 7.68—7.82 (m, Hy), 7.68—7.82 (m,
Hg), 7.68—7.82 (m, Hy), 7.41 (d, ] = 7.1 Hz, Hy/g'), 7.08—7.21 (m, Hy,
5), 7.08—7.21 (m, Hy'), 7.00 (s, Hs-triazole), 5.86 (s, H3), 4.05—4.16
(m, H11), 1.70 (s, Hyg or Hygr), 1.05 (s, Hyg or Hygr); 13C NMR (CDCl3,
50 MHz) 6 180.0 (Cs), 174.5 (C4), 171.1 (Cop), 145.5 (Cy4-triazole), 134.9

(C7),134.0 (Caj6), 133.4 (Cg), 131.4 (Co,), 129.9 (Cg), 129.2 (Cy/), 129.1
(Cz57), 127.5 (Cy), 126.6 (Csa), 125.6 (Co), 121.2 (Cs-triazole), 111.2
(C3a), 95.9 (Cz), 66.7 (C3), 27.6 (C]()f or C]()”), 20.9 (C]of or C]()"), 20.6
(C11); HRMS (ES") calculated for Cp3HigN303SeNa [M+Na]™:
488.0489; found: 488.0482.

4.1.15. 2-((4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)
methyl)-2,3-dihydronaphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (26)

Yield: 85%; mp 163—164 °C; Orange solid. "H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.00 (dd, ] = 7.4 and 1.5 Hz, Hg), 7.59 (td, ] = 7.4, 7.4 and
1.4 Hz, H7), 7.53 (td, ] = 7.4, 7.4 and 1.5 Hz, Hg), 7.44 (dd, ] = 7.4 and
1.1 Hz, Hy), 7.33—7.41 (m, Hy/g'), 7.31 (s, Hs-triazole), 7.13—7.18 (m,
Hz/s), 7.13—7.18 (m, Hy), 5.33—5.42 (m, Hy), 4.55 (dd, ] = 14.6 and
7.3 Hz, HlOa)- 4.64 (dd,_] = 14.6 and 3.9 Hz, HlOb)v 411 (S, Hyp ), 3.23
(dd,J = 15.8 and 10.2 Hz, H3,), 2.83 (dd, J = 15.8 and 7.0 Hz, H3p,); °C
NMR (CDCl3, 100 MHz) 6 180.4 (C5), 175.2 (C4), 186.6 (C9b), 146.4
(C4-triazole), 134.7 (C7),132.9 (C2'/6'),132.3 (C8), 130.6 (C9a), 129.8
(C6), 129.8 (C1’), 129.2 (C3'[5"), 127.5 (C4’), 126.9 (C5a), 124.4 (C9),
122.7 (C5-triazole), 114.7 (C3a), 84.3 (C2), 53.3 (C10), 29.6 (C3), 20.2
(C11); HRMS (ES™) calculated for CooH1gN303Se [M+H]™: 452.0513;
found: 452.0896.

4.1.16. 2-(azidomethyl)-2,3-dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-dione
(28)

Yield: 90%; mp 116—117 °C; Yellow solid. 'H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.06—7.94 (m, 2H), 7.71-7.57 (m, 2H), 5.23—5.09 (m, 1H),
3.75(dd,J = 3.7 and 13.3 Hz, 1H), 3.56 (dd, J = 5.0 and 13.3 Hz, 1H),
3.26 (dd,J = 10.8 and 17.4 Hz, 1H), 3.02 (dd, J = 7.5 and 17.4 Hz, 1H);
13C NMR (CDCl3, 50 MHz) 6 181.8, 1771, 159.4, 134.1, 133.0, 132.6,
131.2,126.1,125.8,124.0, 83.6, 53.5, 30.0; HRMS (ES™) calculated for
C13H10N303 [M+H]+Z 256.0722; found: 256.0716.

4.1.17. 2-((4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)
methyl)-2,3-dihydronaphtho[2,3-b]furan-4,9-dione (29)

Yield: 90%; mp 169—171 °C; Yellow solid. '"H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.00 (dd, J = 7.4 and 1.5 Hz, Hg), 7.93 (dd, ] = 7.4 and 1.6 Hz,
Hs), 7.66 (td, ] = 7.4, 7.4 and 1.6 Hz, Hy), 7.62 (td, ] = 7.4, 7.4 and
1.5 Hz, Hg), 7.32-7.37 (m, Hs-triazole), 7.32—7.37 (m, Hy/g),
711-7.17 (m, Hy/s5), 711-7.17 (m, Hy), 5.23—5.32 (m, Hy), 4.64 (dd,
J=14.7 and 3.9 Hz, Hyop), 4.57 (dd, ] = 14.7 and 5.6 Hz, H10a), 4.05 (s,
Hy1), 3.26 (dd, ] = 17.4 and 10.6 Hz, Hsp), 2.95 (dd, ] = 17.4 and
8.1 Hz, Hap); 3C NMR (CDCls, 50 MHz) 6 181.6 (C4), 177.2 (Co), 159.0
(Coa), 146.4 (C4-triazole), 134.4 (C7), 133.1 (Cye'), 132.7 (Cga), 133.2
(Ce),131.3 (C4a), 129.7 (Cy), 129.1 (C35), 127.4 (Cy), 126.4 (Cg), 126.2
(Cs), 124.1 (C3,), 123.1 (Cs-triazole), 83.0 (C3), 52.9 (Cyp), 30.1 (C3),
20.3 (Cq1); HRMS (ES™) calculated for Cy;HqgN303Se [M+H]*:
452.0513; found: 452.0512.

4.1.18. 2-Chloro-3-(((1-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)-1,4-naphthoquinone (36)

Yield: 65%; mp 127—128 °C; Orange solid. 'H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 814 (dd,J = 1.2 and 7.5 Hz, 1H), 8.03 (dd, ] = 1.2 and 7.5 Hz,
1H), 7.97—7.57 (m, 2H), 7.51—7.40 (m, 3H), 7.33—7.23 (m, 3H), 6.49
(sl, TH), 5.68 (s, 2H), 5.10 (d, J = 6.3 Hz, 2H); >C NMR (CDCls,
50 MHz) 6 180.0, 176.7, 144.8, 143.6,134.8,134.7,132.5, 132.3, 129.7,
129.5,129.0, 126.9, 126.8, 126.7, 121.8, 111.6, 43.6, 40.0; HRMS (ES™)
calculated for CogH16CIN4O2Se [M+H]*: 459.0127; found: 459.0128.

4.1.19. 2-Bromo-3-(((1-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)amino)-1,4-naphthoquinone (37)

Yield: 60%; mp 124—126 °C; Orange solid. 'H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.13 (dd,J = 1.2 and 8.0 Hz, 1H), 8.01 (dd, J = 1.2 and 8.0 Hz,
1H), 7.77—7.57 (m, 2H), 7.48 (s, 1H), 7.46—7.41 (m, 2H), 7.36—7.20
(m, 3H), 6.50 (sl, 1H), 5.68 (s, 2H), 5.11 (d, ] = 6.3 Hz, 2H); '3C NMR
(CDCl3, 50 MHz) ¢ 180.1,176.7,146.2,145.0,135.0, 132.8,132.3,130.0,
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129.8, 129.3, 127.2, 127.1, 122.1, 44.6, 40.7; HRMS (ES+) calculated
for CooH16BrN4O»Se [M+H]": 502.9622; found: 502.9612.

4.1.20. 2-(((1-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)
methyl)amino )-1,4-naphthoquinone (38)

Yield: 60%; mp 162—164 °C; Red solid. "H NMR (200 MHz, CDCl5)
0 8.10 (dd, J = 7.6 and 1.3 Hz, Hg), 8.06 (dd, J = 7.6 and 1.3 Hz, Hs),
7.74 (td, ] = 7.6, 7.6 and 1.3 Hz, Hg), 7.64 (td, ] = 7.6, 7.6 and 1.3 Hz,
H7), 746 (dd, ] = 7.8 and 1.5 Hz, Hyg), 7.39 (s, Hs-triazole),
7.27—7.35 (m, H3/5'), 7.27—7.35 (m, Hy'), 6.22—6.35 (m, NH), 5.77 (s,
H3), 5.68 (s, Hig), 4.45 (d, J = 5.8 Hz, Hg); '>C NMR (CDCl3, 50 MHz)
0 183.0 (C1), 181.6 (C4), 147.4 (Cy4-triazole), 143.2 (C2), 134.82 (Cye),
134.78 (Cg), 133.4 (Caa), 132.2 (C7), 130.4 (Cga), 129.7 (C35), 129.1
(Cy),127.0 (Cy/), 126.3 (Cs), 126.2 (Cg), 121.7 (Cs-triazole), 101.7 (C3),
447 (C]o), 38.1 (Cg); HRMS (ESJr) calculated for CyoH17N405Se
[M+H]": 425.0517; found: 425.0512.

4.1.21. 2-(4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-1,4-
naphthoquinone (40)

Yield: 60%; mp 117—120 °C; Brown solid. 'H NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.36 (s, 1H), 8.24—8.12 (m, 2H), 7.88—7.79 (m, 2H), 7.72 (s,
1H), 7.59—7.48 (m, 2H), 7.29—7.26 (m, 2H), 4.25 (s, 2H), 1.6 (s, 1H);
13C NMR (CDCl3, 50 MHz) ¢ 183.6, 179.1, 146.8, 139.1, 134.9, 134.2,
133.4,131.3,130.9,129.3,129.1,127.6,127.1,126.4, 126.2, 123.8, 20.2;
HRMS (ES') calculated for CigH14N303Se [M+H]™: 396.0251;
found: 396.0242.

4.1.22. (3R4S)-3-azido-4-(naphthalen-1-yl)-3,4-dihydro-2H-benzo
[g]chromene-5,10-dione (47)

Yield: 78%; mp 115—117 °C; Light yellow solid. 'H NMR
(200 MHz, CDCl3) 6 8.27 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.23—8.20 (m, 1H),
8.03—8.00 (m, 1H), 7.93 (d, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.80 (d, J = 8.1 Hz, 1H),
7.76—7.68 (m, 3H), 7.59 (t, ] = 8.1 Hz, 1H), 7.35 (t,] = 7.3 Hz, 1H), 7.11
(d,J = 7.3 Hz, 1H), 5.14 (dd, ] = 2.3 and 1.8 Hz, 1H), 4.46 (dt, ] = 12.5
and 2.3 Hz, 1H), 4.19 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 413 (d, ] = 1.8 Hz, 1H); 3C
NMR (CDCls, 100 MHz) ¢ 183.2, 179.1, 155.7, 136.0, 134.6, 133.6,
132.3, 131.3, 130.6, 129.7, 129.0, 127.6, 126.8, 126.7, 126.5, 126.2,
125.4, 122.2, 119.7, 64.6, 56.9, 36.4; HRMS (ES™) calculated for
Cy3H15N303Na [M+Na]*: 404.1006; found: 404.1007.

4.1.23. (3R4S)-4-phenyl-3-(4-((phenylselanyl)methyl)-1H-1,2,3-
triazol-1-yl)-3,4-dihydro-2H-benzo[g]chromene-5,10-dione (48)

Yield: 70%; mp 187—188 °C; Yellow solid. 'TH NMR (200 MHz,
CDCl3) 6 8.22—8.16 (m, 1H), 8.02—7.98 (m, 1H), 7.78—7.73 (m, 2H),
7.40—7.26 (m, 7H), 7.15 (s, 1H), 7.13—7.02 (m, 3H), 4.98—4.96 (m,
1H), 4.70—4.65 (m, 2H), 4.50—4.44 (m, 1H), 4.10 (s, 2H); °C NMR
(CDCl3, 50 MHz) ¢ 182.3, 178.4, 154.6, 145.8, 140.0, 134.5, 133.5,
133.4,131.7,130.7,129.2,128.9,128.0,127.7,127.4,126.5,120.3,119.7,
64.6, 58.3, 40.7, 20.2; HRMS (ES+) calculated for CogHy1N303SeH
[M+H]*: 528.0826; found: 528.0821.

4.1.24. (3RA4S)-4-(naphthalen-1-yl)-3-(4-((phenylselanyl)methyl)-
1H-1,2,3-triazol-1-yl)-3,4-dihydro-2H-benzo[g]chromene-5,10-
dione (49)

Yield: 65%; mp 185—188 °C; Yellow solid. 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6 8.41 (d,] = 8.6 Hz, Hy), 8.12 (dd, ] = 6.9 and 1.9 Hz, Hy), 7.89
(dd, ] = 6.8 and 2.0 Hz, Hg), 7.84 (d, J = 8.1 Hz, Hg), 7.72 (d,
J = 8.2 Hz, Hy), 7.64—7.70 (m, Hy), 7.64—7.70 (m, Hg), 7.62 (dd,
J = 8.6 and 7.5 Hz, Hg»), 7.50 (dd, ] = 8.1 and 7.5 Hz, Hy»), 7.31 (d,
J=74Hz, Hye), 725 (dd, ] = 8.2 and 7.1 Hz, H3r), 7.20 (s, Hs-tri-
azole), 7.06 (d, ] = 7.1 Hz, Hy), 7.00 (t, ] = 7.4 Hz, Hz/s), 6.92 (t,
J = 7.4 Hz, Ha'), 5.42 (s, Ha), 5.00 (s, H3), 4.54 (d, ] = 12.8 Hz, Haa),
436 (dl, J = 12.8 Hz, Hap), 4.04 (s, Hy1); >C NMR (CDCl3, 100 MHz)
0 182.2 (Cs), 178.4 (C10), 155.0 (Cqpa), 145.9 (C4-triazole), 135.9 (Cy),
134.5 (Cg), 134.3 (Cs), 133.5 (Coye), 133.6 (C7), 131.9 (Coa), 130.9

(Csa), 130.4 (Cqo7), 129.3 (Cy), 129.2 (Cg), 129.1 (Cyr), 128.9 (C3y5),
127.8 (Cg), 127.5 (Ca), 126.7 (Cg), 126.6 (Co), 126.5 (C7+), 125.7 (Co),
124.9 (C31), 122.7 (Cor), 120.3 (Cs-triazole), 120.0 (C4a), 64.4 (C2),
56.4 (C3), 37.2 (C4), 203 (Cq1); HRMS (EST) calculated for
C3pH4N303Se [M+H]™: 578.0983; found: 578.0982.

4.2. Crystallographic data

The structures of the compounds 35 and 38 were determined
from X-ray diffraction on an Enraf-Nonius Kappa-CCD diffractom-
eter (95 mm CCD camera on k-goniostat) using graphite mono-
chromated MoKao radiation (0.71073 A), at room temperature. Data
collections were carried out using the COLLECT software [58] up to
50° in 26. Final unit cell parameters were based on 6482 reflections
for compound 35 and 10,161 reflections for compound 38. Inte-
gration and scaling of the reflections, correction for Lorentz and
polarization effects were performed with the HKL DENZO-
SCALEPACK system of programs [59]. The structures were solved
by direct methods with SHELXS-97 [60]. The models were refined
by full-matrix least squares on F? using SHELXL-97 [61]. The pro-
gram ORTEP-3 [62]. was used for graphic representation and the
program WINGX [63] to prepare materials for publication. All H
atoms were located by geometric considerations placed
(C—H = 0.93—-0.97 A; N-H = 0.86 A) and refined as riding with
Uiso(H) = 1.5Ueq(C-methyl) or 1.2Ueq(other). An Ortep-3 diagram of
compounds 35 and 38 are shown in Scheme 6 and the main crys-
tallographic data are listed as following:

For compound 35: Empirical formula: Cy3H7BrNO,; Formula
weight: 289.11; Temperature: 293(2) K; Wavelength: 0.71073 A;
Crystal system: triclinic; Space group: P—1; Unit cell dimensions:
a = 72940(3) A; b = 7.9110(3) A; c = 9.7940(4) A; « = 77.133(2)°;
B =89.477(2)°; vy = 84.157(2)°; Volume: 548.03(4) A> Z: 2: Density
(calculated): 1.75 Mg/m?>; Absorption coefficient: 2.140 mm™';
F(000): 286; Crystal size: 0.32 x 0.22 x 0.10 mm°; Theta range for
data collection: 3.5—27.5°; Index ranges: -9 <h <9, -9 <k <10,
—12 <1< 12; Reflections collected: 8533; Independent reflections:
2498 [R(int) = 0.092]; Refinement method: Full-matrix least-
squares on F%; Data/restraints/parameters: 2190/0/154; Goodness-
of-fit on F?: 1.06; Final R indices [I > 2sigma(l)]: R1 = 0.042,
WR2 = 0.109; R indices (all data): R1 = 0.048, wR2 = 0.114.

For compound 38: Empirical formula: CyoH1gN40,Se; Formula
weight: 419.3; Temperature: 293(2) K; Wavelength: 0.71073 A;
Crystal system: monoclinic; Space group: C2/c Unit cell di-
mensions: a = 34.0429(8) A; b = 4.7831(2) A; c = 23.3921(7) A;
o = 90°; B = 111.3°; y = 90°; Volume: 3548.6(2) A> Z: 8; Density
(calculated):1.57 Mg/m> Absorption coefficient: 2140 mm™"
F(000): 1680; Crystal size: 0.28 x 0.11 x 0.10 mm?> Theta range for
data collection: 2.6—27.54°; Index ranges: —43 < h < 44,
-5 <k <6, —30 <1 < 30; Reflections collected: 16,701; Indepen-
dent reflections: 4026 [R(int) = 0.063]; Refinement method: Full-
matrix least-squares on F% Data/restraints/parameters: 2822/0/
244; Goodness-of-fit on F?: 1.12; Final R indices [I > 2sigma(I)]:
R1 = 0.047, wR2 = 0.128; R indices (all data): R1 = 0.073,
WR2 = 0.144.

Crystallographic data for the structures were deposited in the
Cambridge Crystallographic Data Centre, with numbers CCDC
1063533 and 1063534.

4.3. Antitumor activity

Compounds were tested for antitumor activity in cell culture
in vitro using several human cancer cell lines obtained from the
National Cancer Institute, NCI (Bethesda, MD). The L929 cells
(mouse fibroblast L cells NCTC clone 929) were obtained from the
American Type Culture Collection (Manassas, VA), MDCK cells were
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purchased from the Rio de Janeiro Cell Bank (Rio de Janeiro, Brazil),
and the Chinese hamster lung fibroblasts (V79 cells) were kindly
provided by Dr. JAP Henriques (UFRGS, Brazil). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated from heparinized blood
from healthy, non-smoker donors who had not taken any medi-
cation at least 15 days prior to sampling by a standard method of
density-gradient centrifugation on Histopaque-1077 (Sigma
Aldrich Co. - St. Louis, MO, USA). All cancer cell lines and PBMC
were maintained in RPMI 1640 medium. The L929, MDCK and
V79 cells were cultivated under standard conditions in DMEM with
Earle’s salts. All culture media were supplemented with 20%
(PBMC) or 10% (cancer, L929, MDCK and V79 cells) fetal bovine
serum, 2 mM L-glutamine, 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL strep-
tomycin at 37 °C with 5% CO,. PBMC cultures were also supple-
mented with 2% phytohaemagglutinin. In cytotoxicity experiments,
cells were plated in 96-well plates (0.1 x 10° cells/well for leukemia
cells, 0.7 x 10° cells/well for solid tumor as well V79, L929 and
MDCK cells, and 1 x 10° cells/well for PBMC). All tested compounds
were dissolved with DMSO. The final concentration of DMSO in the
culture medium was kept constant (0.1%, v/v). Doxorubicin
(0.001-1.10 uM) was used as the positive control, and negative
control groups received the same amount of vehicle (DMSO). The
cell viability was determined by reduction of the yellow dye 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazol)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)
to a blue formazan product as described by Mosmann [64]. At the
end of the incubation time (72 h), the plates were centrifuged and
the medium was replaced by fresh medium (200 pL) containing
0.5 mg/mL MTT. Three hours later, the MTT formazan product was
dissolved in DMSO (150 pL) and the absorbance was measured
using a multiplate reader (Spectra Count, Packard, Ontario, Can-
ada). Drug effect was quantified as the percentage of control
absorbance of the reduced dye at 550 nm. All cell treatments were
performed with three replicates. All cells were mycoplasma-free.

4.4. DNA survival assays

A549 cells were plated into a 48-well plate with 10,000 cells/
well in 500 pL of DMEM containing 10% FBS. The cells were allowed
to attach and grow overnight. A stock of 5 mM of compounds or
10 mM B-lapachone, and 5 mM dicoumarol were made for the
experiment. The 8 drug concentrations (0—3.2 M) were prepared
separately in 15 mL conical tubes with 7 mL of media each. The
untreated control is DMSO. The media was removed from each well
and 500 pL of each drug concentration was added to 6 wells (to
produce sextuplet replicates for each concentration). After ali-
quoting the drug-containing media, 40 pL of dicoumarol was added
to each remaining 15 mL conical tube (there remains 4 mL left of
each drug concentration) to give a final concentration of 50 pM
dicoumarol. The media was removed from a 2nd 48-well plate and
500 pL of the remaining drug + DIC media was aliquoted/well. The
plates were gently shaken to mix and placed in the incubator for
2 h. After 2 h, all media was aspirated from the wells and 1 mL of
fresh media was aliquoted into each well. The plates were then left
in the incubator for 7 days, or until there was 100% confluency for
the untreated control. Once the control was confluent, the media
was discarded and 500 pL/well of 1X PBS was added to wash the
wells. The PBS was discarded and 250 pL of dH,0/well was added.
The plates were then put in the —80 °C freezer overnight. The next
day, the plates were thawed completely and 500 pL of Hoechst
staining buffer (50 pL of Hoechst 33,258 in 50 mL of 1X TNE buffer)
was added to each well. The plates were incubated in the dark at RT
for 2 h. After 2 h, the plates were read on a PerkinElmer Victor X3
plate reader and the readings were plotted as the treated/control
(T/C) = SEM.

4.5. Annexin V/PI detection

The Annexin V cytometry assay was used to detect cell popu-
lation in viable, early and late apoptosis stage as described by
Cavalcanti and coworkers [65]. After short exposure time (6 h) with
compounds 21 and 22 at 5 uM, PC3 cells were stained with fluo-
rescein isothiocyanate (FITC) conjugated Annexin V (Guava Nexin
kit, Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, USA) and PI (necrotic-
cell indicator), and then they were subjected to flow cytometry
(Guava EasyCyte Mini). Cells undergoing early and late apoptosis
were detected by the emission of the fluorescence from only FITC
and, both FITC and P], respectively. To determine whether ROS are
involved with tested compounds-induced cytotoxicity, cultures
were pre-exposed (24 h) to 5 mM N-acetylcysteine (NAC), a widely
used thiol-containing antioxidant that is a precursor of GSH which
protects against oxidative stress-induced cell death. Also, cultures
were co-treated with dicoumarol (50 pM) in order to evaluate the
role of NQO1 on compounds bioactivation. A total of 10,000 events
was evaluated per experiment (n = 3) and cellular debris was
omitted from analysis.

Notes
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Figura CXX. Espectro de RMN de *H, CDCls, (400 MHz), da substancia 64.
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Figura CXXII. Espectro de RMN de DEPT 135, CDCls, (100 MHz), da subst. 64.
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Figura CXLII. Espectro de RMN de *C, CDCls, (100 MHz), da subst. 85.
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Figura CLII. Espectro de RMN de **C, CDCl3, (100 MHz), da subst. 87.
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Figura CLIII. Espectro de RMN de DEPT 135, CDCl3, (100 MHz), da subst. 87.
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Figura CLIV. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 87.
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Figura CLVI. Espectro de RMN de *H, CDCl3, (400 MHz), da substancia 88.
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Figura CLVII. Espectro de RMN de **C, CDCl3, (100 MHz), da subst. 88.
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Figura CLVIII. Espectro de RMN de DEPT 135, CDCls, (100 MHz), da subst. 88.
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Figura CLIX. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 88.
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Figura CLX. Espectro de massas de alta resolugéo, da substancia 88.
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Figura CLXI. Espectro de RMN de *H, CDCls, (400 MHz), da substancia 89.
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Figura CLXII. Espectro de RMN de *C, CDCls, (100 MHz), da subst. 89.

NETNANO QT M

NS o g g inn e n ~

MMM ANANANANN [e)] < [©20NY o

o o o wn n NN N
I I \ I

135 125 115 105 95 75 65 55 45 35 25 15
f1 (ppm)

Figura CLXIII. Espectro de RMN de DEPT 135, CDCl3, (100 MHz), da subst. 89.
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Figura CLXIV. Espectro de infravermelho, pastilha de KBr, da substancia 89.
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Figura CLXV. Espectro de massas de alta resolucéo, da substancia 89.
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