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RESUMO

O cancer € uma das doencas que mais causam temor na sociedade, por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor. Estatisticamente, em pesquisa realizada
pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO), o cancer € a segunda causa de 6bitos
no mundo com 13%, matando cerca de 6,0 milhdes de pessoas por ano. Acredita-se
que em 2015 o céancer seja responsavel por 9 milhdes de mortes no mundo. Os
avancos verificados nas ultimas décadas, na area da quimioterapia antineoplasica,
tém facilitado consideravelmente a aplicacdo de outros tipos de tratamento de
cancer e permitido maior nimero de curas. Entretanto, muitos tipos de cancer sao
intrinsecamente resistentes a quimioterapicos, enquanto outros inicialmente
respondem ao tratamento, porém adquirem resisténcia aos farmacos. A resisténcia
multipla ao farmaco (MDR), o quadro mais grave, ocorre quando culturas de células
in vitro e in vivo mostram resisténcia simultanea a diferentes farmacos. Portanto,
apesar do grande numero de compostos que compdem o0 arsenal quimioterapico de
combate ao cancer, o problema de resisténcia requer a busca constante por novos
farmacos eficazes no combate ao cancer, doenca que afeta milhdes de pessoas.

Em estudos farmacolégicos com diversas quinonas foi evidenciado que esta
classe de substéncia mostram variadas atividades farmacodinamicas, dentre elas,
as propriedades citotoxicas e inibidoras de sistemas celulares reparadores,
processos nos quais atuam de diferentes formas. Como exemplo, destaca-se o
estresse oxidativo que provocam ao induzirem a formacao deletéria enddégena de
espécies bioativas derivadas do oxigénio (ROS). Outra atividade marcante destas
substancias, descoberta recentemente, é a inibicAo da enzima topoisomerase I,
acao que provoca o desencadeamento da apoptose celular.

Neste trabalho foram sintetizados em rendimentos que variaram de 52 a 89%
onze derivados 1,4-naftoquindnicos contendo grupos oxigenados, nitrogenados e
sulfurados nas posicdes 2 e/ou 3 do nucleo naftoquinénico. Posteriormente estes
compostos tiveram as suas citotoxidades avaliadas nas linhagens de cancer humano
de pulmado (H460), mama triplo-negativo (MDA-MB-231) e ovario (A2780). Os
compostos 25f e 44, 25c e 44, e 25g e 44 apresentaram uma significativa atividade
anticancer in vitro para as linhagens de cancer de pulmdo H460, mama triplo-

negativos MDA-MB-231 e ovario A2780, respectivamente, demostrando um grande
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potencial como compostos prototipos para o desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos.

Efetuou-se também estudos de docking dos quatro compostos mais ativos com
os alvos terapéuticos PI3K e topoisomerase Il. Os estudos mostraram que um
possivel alvo terapéutico das subtancias sintetizadas € a enzima topoisomerase I,

resultado das interacdes estabilizadoras observadas no complexo enzima/ligante.

I ‘ l * N\/\/NHz I * :N\/\OH l * :OCH3

O 25p
O 25¢
* \)\/j *N\/\/NHZ *N\/\OH *S\/\OH
O 32a O 32p O 32¢ 044

Palavras-chave: 1,4-naftoquinona, atividade antineoplasica, topoisomerase, PI3K e
docking.



ABSTRACT

Cancer is one of the most feared disease in society, which have become a
stigma of death and pain. Statistically, a survey conducted by the World Health
Organization (WHO), cancer is the second cause of death in the world with 13%,
killing about 6.0 million people per year. It is believed that in 2015 cancer will be
responsible for over 9 million deaths worldwide. The advances achieved in recent
decades in cancer chemotherapy research have greatly facilitated the
implementation of other types of cancer treatment and allowed a greater number of
cures. However, many cancers are intrinsically resistant to chemotherapy, while
others respond to initial treatment, but it acquires drug resistance. The multiple drug
resistance (MDR), the most severe case, occurs when in vitro and in vivo cell
cultures show simultaneous resistance to different drugs. Therefore, despite the large
number of compounds that make up the arsenal of anti-cancer chemotherapy, the
resistance problem requires a constant search for effective new drugs in fighting
cancer, a disease that affects millions of people.

In pharmacological studies with various quinones was evidenced that these
substances show different pharmacodynamic activities, among them, cytotoxic
properties and inhibiting cellular systems repairers, processes in which they act in
different ways. As an example, there is oxidative stress that cause deleterious by
inducing formation of endogenous bioactive oxygen species derived (ROS). Another
remarkable activity of these substances, recently discovered, is the inhibition . u.
enzyme topoisomerase Il, an action that triggers the onset of cellular apoptosis.

In this work were synthesized eleven 1,4-naphthoquinone derivatives containing
functional groups, nitrogen and sulfur in positions 2 and/or 3 naphthoquinone core in
yields ranging 52-89%. Subsequently these compounds had their cytotoxicity
evaluated in strains of human lung cancer (H460), triple-negative breast (MDA-MB-
231) and ovarian (A2780). Compounds 25f and 44, 44 and 25c, and 25g and 44
showed a significant anticancer in vitro activity for the strains of lung cancer H460,
triple-negative breast MDA-MB-231 and ovarian A2780, respectively, showing a great
potential as lead compounds for the development of new anticancer agents.

Docking studies of the four most active compounds with therapeutic targets

PI3K and topoisomerase Il were performed. Those studies have shown that a
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possible therapeutic target of synthesized compounds is topoisomerase Il enzyme

because of the observed enzyme/binder complex stabilizing interactions.

I ‘ l * N\/\/NHZ I * N\/\OH l * :OCH3

O 25p
O 25g
ﬁ g
O 32p O 44

Keyword: 1,4-naphthoquinone, antineoplastic activity, topoisomerase, PI3K, docking.
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1. INTRODUCAO

Conhecido ha muitos séculos, o cancer é um conjunto de doencas causadas
pela multiplicacdo descontrolada de células, desencadeada por um desvio dos
mecanismos de controle que dirigem a proliferacdo e diferenciacdo celular. As
células que sofrem transformacdo neopldsica proliferam-se excessivamente,
formando tumores locais que podem comprimir ou invadir estruturas normais

adjacentes, conforme representado na Figura 1.

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e 6rgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicacdo de DNA) alteracdo no material genético
e morrem (DNA)

AGENTES
CANCERIOGENICOS

A2

OCANCER REPRODUCAO CELULAR
Células mutadas invadem Célula mutada pode se dividir
outros tecidos e érgaos de maneira desordenada e

dar origem ao tumor

Fonte: INCA

Figura 1. Desenvolvimento celular de tumores sélidos.

A Organizacdo Mundial da Saude (WHO) estima que, no ano 2030, haja 27
milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75
milhGes de pessoas vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse nuimero
devera incidir em paises de rendas baixa e média.?

Em paises com grande volume de recursos financeiros, predominam o0s
canceres de pulmdo, mama, prostata e colon. Em paises pobres e em

desenvolvimento, os canceres predominantes sédo os de estdbmago, figado, cavidade
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oral e colo do utero. Mesmo na tentativa de se criar padrbes mais caracteristicos de
paises ricos em relagcdo aos de baixa e média renda, o padrdo estd mudando
rapidamente, onde se observa um aumento progressivo nos canceres de pulmao,
mama, colon e reto, 0s quais, historicamente, ndo apresentavam essa importancia e
magnitude.’

No Brasil, estimativas divulgadas pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA)
mostram o perfil dos casos de cancer esperados para varias cidades brasileiras no
biénio de 2012/2013 (Figura 2). Espera-se, para o Brasil, 52.680 novos casos de
cancer da mama, 60.180 novos casos de cancer da prostata, 17.540 novos casos de
cancer do colo do Gtero e 17.210 novos casos de cancer de pulmdo em homens e
10.110 em mulheres, sendo esses 0s quatro tipos de cancer de maior incidéncia

entre os brasileiros. 3

Localizacao primaria  casos novos  percentual Localizacdo primaria casos novos  percentual
Prastata 60.180 30,8% Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueiz, Bronuio & 17.210 gav, Homens - Mulberes o oo prerg 17.540 9,3%
Pulmdo
Calon e Reto 14.180 7,3% ' Calon e Reto 15.960 8,4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
. Traqueia, Brénguio e
o, 1]
Cavidade Oral 9.990 5,1% PuIm3o 10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4,0% Estomago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Ovério 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4,520 2,4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% . Sistema Nervoso Central  4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Linfoma nado Hodgkin 4.450 2,4%
Fonte: INCA

Figura 2. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados para
2012/2013.

No estado do Espirito Santo e na capital, Vitoria, o perfil de casos previstos
para esse mesmo periodo ndo € muito diferente do observado para o pais. A Figura
3 mostra a distribuicdo de casos segundo o sexo do individuo, e nela vemos que 0s
tipos de cancer mais comuns entre os homens deve ser o de prostata, seguido por
colon, reto e cancer no sistema respiratorio. Ja para as mulheres o que se espera é

uma maior incidéncia de cancer de mama, seguido por célon, reto e colo do Gtero. 3
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Fonte: INCA
Figura 3. Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2012/2013 por sexo no estado do Espirito Santo

e na capital, Vitéria.

As causas de cancer podem ser externas ou internas ao organismo, estando
ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e
aos habitos ou costumes préprios de um ambiente social e cultural. As causas
internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas e estéo ligadas
a capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Esses fatores
aleatérios podem interagir de véarias formas, aumentando a probabilidade de
transformacdes malignas nas células normais. Cerca de 80% a 90% dos canceres
associam-se a fatores ambientais, como por exemplo, o cigarro que pode causar
cancer de pulméo, a exposi¢cao excessiva ao sol que pode causar cancer de pele, e
alguns virus que podem causar leucemia. Outros estdo em estudo, como alguns
componentes dos alimentos que ingerimos, e muitos sdo ainda completamente
desconhecidos.*

O envelhecimento traz mudancas nas células que aumentam a sua
suscetibilidade a transformacdo maligna. Isso, somado ao fato das células de
pessoas idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco
que contribuem para o desenvolvimento da doenca, explica em parte o porqué de o
cancer ser mais frequente nesses individuos. Os fatores de risco ambientais do
cancer sdo denominados cancerigenos ou carcindégenos. Esses fatores atuam

alterando a estrutura genética (DNA) das células. O surgimento do cancer depende
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da intensidade e duracdo da exposicdo das células aos agentes causadores de
cancer.*

Os trés principais tratamentos realizados hoje para tratar e/ou curar o
desenvolvimento de um tumor maligno sdo: a cirurgia, a radioterapia e a
quimioterapia, utilizados separadamente ou em combinagdo. Atualmente a
qguimioterapia do cancer utiliza-se tanto de compostos organicos quanto compostos
inorganicos para matar as células neoplasicas (Figura 4). No grupo dos inorganicos
podemos citar a cisplatina (1) e a carbonoplatina (2) que vém desempenhando um
papel de grande importancia no tratamento de varias neoplasias agressivas desde a
descoberta de suas propriedades citotdxica no final da década de 1960. Entretanto,
€ a classe dos compostos organicos que apresenta a mais vasta gama de
candidatos a agentes antineoplasicos, e nela encontram-se farmacos clinicos

amplamente utilizadas como etoposideo (3) e taxol (4).>”
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Figura 4. Alguns compostos utilizados no tratamento do cancer.

Muitas dessas substancias citotbxicas matam a célula cancerosa atuando em
fases especificas do ciclo celular e, consequentemente, s exercem sua atividade
contra células que se encontram em processo de divisdo. Os tumores solidos, que
apresentam divisdo lenta, tais como carcinomas de pulméo, célon e mama,

respondem pouco aos agentes quimioterdpicos. Além disso, outra limitacdo da
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quimioterapia € que a maioria dos farmacos antineoplasicos possui alta toxicidade
para as células normais e deve ser administrado com extremo cuidado.*

Pesquisas na area da terapia do cancer, juntamente com o maior entendimento
do mecanismo de acdo dos quimioterapicos, a aplicacdo mais racional desses
compostos e o planejamento de novos farmacos tém levado ao desenvolvimento de
diversos compostos com atividades antineoplasicas promissoras que apresentam
efeitos colaterais minimizados durante a quimioterapia. Dentre estas diversas
substancias naturais ou sintéticas tem lugar de destaque aquelas contendo o nucleo
quindnico.

Os compostos quindnicos estdo vastamente distribuidos na natureza, podendo
ser encontrados em plantas e tecidos animais (Figura 5). Eles apresentam
caracteristicas quimicas Unicas que sdo de vital importancia para o sistema vivo
onde estédo inseridos. O composto Plastoquinona (5), por exemplo, é bem conhecido
por participar da reacdo de fotossintese em plantas. A Ubiquinona (6) (Coenzima
Q10) € outro exemplo que pode ser citado, este composto atua na cadeia de
transporte de elétrons das mitocondrias e participa da respiracao celular aerébica e
na producdo de energia. Os derivados quindnicos também sdo encontrados na
forma de algumas vitaminas, como a vitamina K (7), um derivado 2-metilico-1,4-
naftoquindnico que desempenha um importante papel no processo de coagulacao

sanguinea.®
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6: R1=R2 =OCH3, R3=CH3,n=9

Figura 5. Derivados quin6nicos de origem natural.

Além das func¢des biologicas ja citadas, as quinonas vém sendo largamente
utilizadas em praticas clinicas (vide Figura 6 na pagina 24) e industriais devido sua
biodinamicidades, destacando-se dentre muitas, as propriedades antibacteriana,
anti-inflamatoéria, antimalarial, antifingica, microbicidas, tripanossomicidas,

viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores. Essas
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muitas propriedades s&o devidas aos diversos mecanismos distintos de atuag&o que

esses compostos podem realizar quando inseridos no meio celular.®*’

OH O OH OH O OH
O 0]

Emodina-antrona Frangulina

Antifungico Anti-inflamatério
Antibacteriano

O OH O O
O O
O OH O OH O

Lapachol Naftazarina Droserona
Tripanossomicida Viruscida Antimalarial

Microbicida

Antitumoral

Figura 6. Alguns derivados quinénicos e suas aplica¢cdes na medicina.

1.1 Mecanismos citotéxicos das quinonas

As propriedades antineoplasicas e 0s mecanismos de acdo de alguns
derivados quindnicos (Figura 7) tém sido amplamente estudados, e é conhecido que
eles podem agir como inibidores das enzimas topoisomerase e telomerase, por
intercalacdo ou alquilacdo do DNA, inibicdo da proteina HSP90 e principalmente
mediante inducdo da citotoxidade através do estresse oxidativo provocado por
espécies oxigenadas reativas (ROS), como por exemplo, superoxido, proveniente da

reducéo do nucleo quinénico por redutases celulares.*®*°
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Figura 7. Quinonas com atividade antineoplasica.

As antraciclinas estdo entre as classes de derivados quinbénicos mais utilizadas
como agentes antitumorais, nela encontramos compostos de destaque como a
Daunorrubicina e a Doxorrubicina (Figura 7) que vém sendo amplamente utilizados
no tratamento de leucemias e alguns tipos de tumores sélidos. Estudos sobre o
modo de atuacao desses compostos mostram que seus principais alvos no combate
as neoplasias sao o DNA e as enzimas topoisomerase | e Il. Assim, interagindo com
as macromoléculas do DNA celular por intercalacdo e também com as enzimas
topoisomerase | e Il esses compostos sdo capazes de interferir no sistema de

replicacdo e transcricdo do DNA.%
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As topoisomerases sdo enzimas nucleares reguladoras da topologia do DNA
através da separacéo fisica de suas fitas, transcricdo e replicacdo durante a mitose
celular. Quando presentes no processo de divisdo celular, as antraciclinas podem
converter topoisomerase Il em uma toxina enddgena, estabilizando o complexo
topoisomerase II/DNA e bloqueando a transcricdo e replicacdo do DNA da célula.
Em sequéncia, ao detectar o problema, a célula inicia o processo de apoptose, ou
seja, sua morte programada. Os farmacos que participam desse processo sao
chamados venenos de topoisomerase.**?!

A partir da unidade basica das antraguinonas, conhecidas por suas
caracteristicas favoraveis a intercalagdo com o DNA, uma série de antracenodionas
com atividade antitumoral foram sintetizados, das quais podemos destacar a
Mitoxantrona (vide Figura 7 da pagina 25), um derivado antraquindnico contendo
uma diamina como cadeia lateral. Esse composto mostrou-se ativo contra inUmeros
tipos de cancer, como leucemia, linfoma e cancer de mama, atividades atribuidas,
em grande parte, a sua capacidade de atuar de maneira semelhante as antraciclinas
como veneno de topoisomerase I1.%

O antibidtico Saintopina (vide Figura 7 da pagina 25) € uma naftacenoquinona
utilizada no tratamento de leucemia, sendo totalmente aromética, esse composto
apresenta uma estrutura espacialmente plana favoravel ao deslocamento eletrénico
e consequente atuacdo como alquilante de DNA. Entretanto, sua atuacdo na
alquilacao e clivagem do DNA, é de pouco significancia para a atividade biologica
desse farmaco. A Saintopina, assim como as antraciclinas, atua preferencialmente
como veneno das topoisomerase | e Il, estabilizando os complexos formados entre
DNA e ambas as enzimas, inibindo a replicacdo do DNA.*®

Outro importante farmaco que atua matando as células cancerosas por
intercalacdo do DNA € a Dinemicina A (Figura 8). Ela possui em sua estrutura um
anel formado por 10 atomos de carbono, contendo duas ligacdes triplas e uma
ligacdo dupla, além de uma antraquinona fundida a esse anel. Apés a ativagdo no
meio intracelular, essa substancia se liga a uma sequéncia especifica do DNA
causando a quebra de sua fita provocando a morte celular.®

O mecanismo proposto para a ativacédo desse farmaco € mostrado na Figura 8,
e nele vemos que inicialmente o nucleo quinénico da Dinemiciana A (8) é reduzido
para formar a hidroquinona correspondente (9). Em seguida, uma das hidroxilas da

hidroguinona é oxidada, resultando na quebra da uma das ligacdo C-O do epoxido
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presente na estrutura (10), entdo, o intermediario formado é atacado por nucledfilos
existentes no meio celular, como a agua, fornecendo, por fim, uma abertura cis do
epoxido e restituindo a aromaticidade da hidroquinona (11). A partir da estrutura
formada ocorre a ciclizacdo de Bergman para formar uma espécie bis-radicalar 1,4-
benzendide (12) que é capaz de abstrair simultaneamente dois hidrogénios das fitas
do DNA (13) causando um duplo rompimento delas.

Dinemicina A

Ciclizacao
de Bergman

Figura 8. Mecanismo de ativacao e atuacdo do farmaco Dinemicina A.
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A B-lapachona (vide Figura 7 da pagina 25) € uma pirano-orto-naftoquinona
que possui uma vasta gama de propriedades farmacoldgicas incluindo
antibacteriana, antifingica, antiviral, antitripanossémica e antitumoral. Em
combinacdo com o Taxol (4), a B-lapachona é altamente efetiva contra tumores de
ovario e prostata e € um eficiente radiossensibilizador no tratamento de inUmeros
tumores humanos.?®

O primeiro alvo da agao antineoplasica da B-lapachona descoberto foi a enzima
topoisomerase |. Foi observado que o modo de inibicdo dessa enzima ndo é o
mesmo que o de outros venenos de topoisomerase, pois ao invés de estabilizar o
complexo enzima/DNA, a B-lapachona supostamente se liga preferencialmente a
topoisomerase | livre e impede a formacdo desse complexo, podendo assim, ser
classificada como uma substancia supressora de topoisomerase |. Também é
descrito na literatura que a B-lapachona atua inibindo a acdo da topoisomerase Il,
impedindo que ela se ligue ao DNA. Esse processo esta diretamente relacionado a
habilidade redutora do nucleo quindénico em promover uma oxidacao irreversivel do
residuo de cisteina presente na enzima, grupo de grande importancia na formacao
do complexo topoisomerase II/DNA. 192427

O farmaco a-Rubromicina (vide Figura 7 da pagina 25) esta entre o grupo de
derivados quinbnicos que apresentam efeitos inibidores da enzima telomerase, uma
das responsaveis pela alta capacidade de divisdo das células cancerosas e perda da
capacidade de apoptose. As substancias inibidoras dessa enzima tém a capacidade
de se ligar as guanidinas presentes nos telémeros dos cromossomos humanos
impedindo sua replicacéo pela acdo da telomerase.'

Um alvo muito interessante no desenvolvimento de novos farmacos anticancer
seletivos € a Heat Shock Protein 90 (HPS90), que tém papel fundamental na
estabilizacdo conformacional e no funcionamento de muitas proteinas incluindo
alguns sinalizadores oncogénicos responsaveis pelo crescimento e sobrevivéncia de
células cancerosas. Farmacos como a Geldanamicina (vide Figura 7 da pagina 25)
sdo capazes de se ligarem a HPS90 promovendo a perda de suas funcgoes,
blogueando os mecanismos de desenvolvimento do tumor canceroso e, por fim,
causando a diminuicdo e degradacdo das proteinas envolvidas na progressédo do
cancer. 19231
As chamadas quinonas fotossensibilizadoras por terapia fotodinamica, como a

Hipericina (vide Figura 7 da pagina 25), sdo farmacos que sdo utilizadas no
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tratamento de tumores superficiais localizados, com bons resultados em tumores
sélidos que se desenvolvem em algumas partes especificas do corpo como cabeca,
pescoco e pele. ApOs a administracdo desses farmacos, o tumor € exposto a uma
fonte de radiacdo com comprimento de onda especifico resultando na formacédo de
anions radicais oxigenados altamente reativos que destruirdo a célula
cancerosa.'®3*3

A Mitomicina C (vide Figura 7 da pagina 25) faz parte do grupo dos agentes
alquilantes quinénicos biorredutiveis, um grupo de pro-farmacos que necessitam da
ativacdo de suas propriedades alquilantes através da reducao do nucleo quindnico.
Essa substancia tem sido utilizada em quimioterapia no tratamento de Vvarios tipos
de tumores soélidos, mas seu uso € limitado em raz&do dos efeitos colaterais, tais
como mielossupressao e danos gastrointestinais. Em razéo disso, varios analogos
da Mitomicina C tém sido sintetizados buscando diminuir a toxicidade e aumentar a
sua eficacia terapéutica.' %%

A Porfiromicina (vide Figura 7 da pagina 25), composto derivado da Mitomicina
C, vem sendo estudado desde 1967 mostrando 0timos resultados no tratamento de
carcinomas de células escamosas de cérebro e pescoc¢o. Apesar da maior eficacia
da Porfiromicina em relacéo a Mitomicina C, seu uso clinico também é limitado pela
mielossupressao que ela provoca.***’

Vérios trabalhos mostram que a ativacao redutiva da Mitomicina C resulta na
formacdo de um intermediario reativo que se liga ao DNA por meio de ligacdes
cruzadas entre duas fitas complementares. A Figura 9 mostra uma proposta de
ativacdo desse farmaco, onde ap6s a biorreducdo das carbonilas do nucleo
quinbnico, o par de elétrons ndo-ligante do nitrogénio heterociclico perde a
capacidade de conjugagdo com o carbonila quindnica, tornando-se mais nucleofilica
e com isso, favorecendo a eliminacdo da metoxila (14) com consequente formacao
do iminio (15). Em seguida, ocorre oxidag&o da hidroxila fendlica e abertura do anel
aziridinico (16) para formar uma cetona altamente conjugada (17) que funciona
como eletréfilo na reagdo com a base nitrogenada nucleofilica do DNA. Apoés adicao
da primeira molécula de DNA para formar (18) um processo de decarboxilacdo e
deaminagdo espontaneo ocorre para formar o iminio conjugado (19) que reage com

mais uma molécula de DNA para formar (20).:1937:38



30

)

O
>/NH2 >/NH2
(0] o OH H O
HoN HoN
2 OCH3 Biorredugéo 2
—_—
A
O OH 45
Mitomicina C
-H*

OH
H,N

+/
H3C N )

OH 19 NH; OH 20 NH,

Figura 9. Ativacao biorredutiva da Mitomicina C e sua ligacdo com o DNA.

No meio biolégico, os derivados quindnicos sofrem reducéo bioquimica com o
auxilio de enzimas catalisadoras que utilizam NADPH deidrogenase como fonte de
elétrons. No caso dos agentes biorredutiveis, apos a reducdo do ndcleo quinénicos
ele pode reagir com as proteinas do meio celular e desempenhar seu papel
antineoplasico, entretanto, quando o oxigénio molecular esta presente, a espécie
reduzida pode ser oxidada novamente a quinona e gerar anions radicais altamente
reativos que também agirdo na destruicdo da célula. A capacidade das quinonas em

gerar espécies reativas oxigenadas sera discutida em mais detalhes a seguir.

1.1.1 Ciclo Redox dos derivados quindnicos

A atividade citotéxica dos derivados quinbnicos frequentemente esta
correlacionada ao seu comportamento quimico no meio celular. Uma das

caracteristicas mais marcantes dessas espécies é a capacidade de atuarem como
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agentes oxidantes de facil reducdo para formarem um sistema completamente
aromatico no nucleo quinénico. Esses derivados podem aceitar um elétron na

reducado, formando o ion radical semiquinona, em seguida, recebendo outro elétron

para formar a hidroquinona (Figura 10).9394°
OH
Redutase Redutase
dieletrénica monoeletrénica
- '/_\
OH G: O o
Hidroquinona Quinona ion radical

semiquinona

Figura 10: Processo de reducéo das quinonas.

A capacidade de formar ions radicais apés a reducdo monoeletrdnica da
quinona é devido a estabilizacdo proporcionada pelo efeito captodativo presente no
nacleo quinénico. O efeito captodativo acontece quando grupos doadores e
retiradores de elétrons presentes em um composto estabilizam simultaneamente o
radical livre. No caso das semiquinonas, o atomo de oxigénio atua como doador de
elétrons e a carbonila como retirador de elétrons, resultando em trés estruturas de

ressonancia para a estabilizacdo do fon radical semiquinona (Figura 11).'

jon radical
semiquinona

Figura 11. Estabilizacdo captodativa dos radicais semiquinona.

A reducdo com apenas um elétron para formar o radical semiquinona pode ser
catalisado pelo citrocromo P450 redutase, citrocromo bs redutase ou Ubiquinona
oxidorredutase. Quando dois elétrons sdo transferidos para a quinona, a enzima de

maior importancia no processo é a quinona oxirredutase (DT-diaforase).>***
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Em condi¢Bes aerdbicas, o radical semiquinénico pode ser oxidado pelo proprio
oxigénio molecular em um processo que resulta na formacdo dos anions radicais
oxigenados. A reducdo da quinona pela enzima redutase, seguida da oxidacdo do
radical semiquinona pelo oxigénio molecular do meio € chamado “Ciclo redox da
quinona”. A hidroquinona néo apresenta a mesma facilidade em ser reoxidada e seu
papel na producdo de anions radicais no meio biolégico ndo é de grande
significancia.®3°4°

Os anions radicais superoxidos sdo altamente reativos em solucdo aquosa e
podem formar peréxido de hidrogénio com o auxilio da enzima superoxido
desmutase (SOD). O peréxido de hidrogénio pode ser particularmente perigoso
nessas condicdes ja que possiveis reacées subsequentes com o Fe' no meio celular

(Reacdo de Fenton) resultardo na formacdo de radicais hidroxil que sao

extremamente toxicos para a célula (Figura 12).%%
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Figura 12. Ciclo redox parcial das quinonas.

Os radicais formados podem, a principio, reagir e danificar todos os
componentes da célula, desde proteinas, carboidratos e lipidios até acidos
nucléicos. Como a formacéo dessas espécies altamente reativas, depende apenas
da quantidade de oxigénio molecular disponivel, o ciclo redox da quinona continuara
até que todo oxigénio do meio seja consumido, fazendo com que todo sistema de
defesa antioxidante da célula seja sobrepujado promovendo o estresse oxidativo e,

consequentemente, inimeros danos ocorram, principalmente ao DNA da célula.*®
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1.2 Os derivados 1,4-naftoquindnicos

O grupo farmacoforico 1,4-naftoquinona € uma das mais amplas classes de
compostos da familia das quinonas e tem sido destaque por seus diversos efeitos
biolégicos  pronunciados, como por exemplo, atividades antitumorais,
antiproliferativa, antibacteriana, anti-inflamatoria, antialérgica, antimalarial, antiviral,
antifingica e antileishimaniose. Nos ultimos anos, compostos como menadiona (21),
juglona (22), plumbagina (23) e 1,4-naftoquinona (24) tem ganhado grande

importancia devido sua atividade anticancer (Figura 13).%

0O O O O
O OH O OH O o
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Figura 13. Derivados quindnicos contendo o grupo farmacoférico 1,4-naftoquindnico.

Inimeros derivados naftoquindnicos contendo variados substituintes nas
posicdes C, e C3 vém sendo sintetizados a fim de estudar a relacdo estrutural destas
espécies com a atividade antineoplasica. A incorporacdo de atomos de enxofre,
oxigénio e nitrogénio nos carbonos C, e C; do nudcleo 1,4-naftoquinbnico tém

mostrado resultados promissores quanto a acéo citotoxica em células tumorais.*®**

46

A 2,3-dicloro-1,4-naftoquinonas (25) (Figura 14) tém sido frequentemente
utiizada como substrato de partida para a obtencdo de derivados 1,4-
naftoquindnicos 2,3-substituidos a partir de rea¢des de substituicdo nucleofilica com
inimeras espécies nitrogenadas, oxigenadas e sulfuradas. E bem descrito na
literatura que a 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona reage com nucleofilos de maneira a
formar produtos mono e dissubstituidos e mais comumente uma mistura de ambos,

dependo da nucleofilicidade dos nucleéfilos empregados.*’



34

O
O
Cl

o

25

Figura 14. Estrutura quimica da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona.

Reacdes entre a 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona e nucleofilos contendo grupos
doadores de elétrons, como aminas, normalmente substituem apenas um dos
atomos de cloro da naftoquinona devido ao aumento da densidade eletrénica no
ndcleo naftoquindnico. Para que a segunda substituicdo aconteca, um efeito
retirador de elétrons deve ser imposto sobre o anel da naftoquinona ou um
catalisador, normalmente contendo paladio, deve ser empregado.***">°

As tentativas descritas na literatura para a substituicdo do segundo atomo de
cloro no produto monossubstituido séo: (i) utilizacdo de espécies mais nucleofilicos
na segunda substituicdo, principalmente aminas, fendis e compostos sulfurados
como em 26 (Figura 15);*34452535659 (ji) imposicao de um efeito retirador de elétrons
sobre o ndcleo naftoquindnico, como por exemplo, realizar uma reacdo de acilacédo
no &tomo de nitrogénio do produto monossubstituido como em 27; (iii) fazer uma
nitrosacdo no atomo de nitrogénio, como no composto 28;>* (iv) formar o sal piridinio
como em 29 a partir da 2,3-dicloronaftoquinona para em seguida substituir o
segundo &atomo de cloro;®®®! e (v) utilizar substituintes fortemente atratores de
elétrons como, por exemplo, grupo nitro que diminuird a densidade eletrbnica no
ndcleo naftoquinénico, como em 30.>* Wang e colaboradores também relataram uma
nova metodologia para realizar a segunda substituicio do atomo de cloro nos
derivados 3-cloro-1,4-naftoquindnicos contendo substituinte no atomo de carbono C,

utilizando um complexo PdCl,(dppf) como catalisador.®?
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Figura 15. Metodologias para dissubstituir a 2,3-dicloronaftoquinona.

Outra classe de derivados 1,4-naftoquinbnicos vastamente descrita na
literatura, é a série de compostos 2-amino-1,4-naftoquinona. De maneira geral,
existem duas metodologias simples e rapidas para a obtencdo desse produto: (i)
substituicdo nucleofilica da 2-halogénio-1,4-naftoquinona (31) ou da 2-metoxi-1,4-

naftoquinona (32) utilizando alquil e arilaminas e (ii) Adicdo oxidativa da amina a 1,4-

naftoquinona (24) (Figural6).5%%%*
o 0
Cl OCHj
ou .
H
@) e} -

31 32 —R
>
o)
[O]

(0]
24

Figura 16. Metodologias para obtencdo de compostos 2-amino-1,4-naftoquinénicos.

A 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) pode ser facilmente preparada atraves da
metilacdo da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona, sob aquecimento, em meio metanolico

contendo Aacido cloridrico, conforme descrito na literatura.®® Esse substrato pode ser
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utilizado na sintese de varios derivados 1,4-naftoquindnicos por ter a capacidade de
ter o grupo metoxila substituido por um nucledfilo (Figura 17). Ademais, o atomo de

carbono C; eletrofilico € suscetivel a adicdo oxidativa de Michael.

o) ) H,
®N—R
2 OCH3
L, v — (o
3

20:

Prototropismo

H O H

N—R N—R
L
o)
C:om

Figura 17. Mecanismo de substituicdo nucleofilica com a 2-metéxi-1,4-naftoquinona.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver novos derivados 1,4-naftoquindnicos
contendo substituintes com atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre nos carbonos
C, e C3 do nucleo naftoquinénico a partir da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25), da 2-
metoxi-1,4-naftoquinona (32) e da 1,4-naftoquinona (24) (Figura 18), a fim de
promover uma hibridizacdo molecular entre o nucleo naftoquindnico e a cadeia
lateral da Mitoxantrona com potencial atividade antineopldsica que possam atuar por
vias celulares mdiltiplas com a finalidade de se evitar a aquisicdo de fendtipo

resistente a quimioterapia pelas células tumorais.

OH O HN OH
DN e
Mitoxantrona H

A
24 O

(0] (0] > Atividade anticancer
Cancer de pulmao (H460)

Cl X—R Cancer de mama triplo negativo
—— (MDA-MB-231)
ol Y Cancer de ovario (A2780)

2350 o —— > Docking
o PI3K
Topoisomerase Il
= — \ OH
O‘ XR="TN T NN,

OCH3 N.__~

32 O —O-CHj _S/\/SH S/\/OH
— X

Y=CIlH H | _N/\/\NH2 _N/\/OH

N__~ H

_S/\/SH _S/\/OH

Figura 18. Planejamento do trabalho experimental e dos estudos posteriores.

Outro objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxidade dos derivados
naftoquinénicos nas linhagens de cancer humano de pulméo (H460), mama triplo-
negativo (MDA-MB-231) e ovario (A2780). Uma vez realizado o screening in vitro
dos compostos sintetizados poder-se-4 verificar também a relacdo
estrutura/atividade no que diz respeito aos substituintes das posi¢cdes C, e C3; do

nacleo naftoquinénico.
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Os testes de atividade antineoplasica foram realizados no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Cancer Humano do departamento de Ciéncias
Farmacéuticas CCS/UFES em parceria com a Prof®. Dr® Leticia Batista Azevedo
Rangel.

Por fim, estudos de docking (ancoragem molecular) entre 0s compostos mais
ativos determinados através do screening in vitro e os alvos da terapéutica
antineoplasica PI3K e topoisomerase |l foram realizados com o objetivo de
determinar provaveis mecanismos de acdo dos derivados naftoquinbnicos

sintetizados.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Foram utilizados nesse trabalho os reagentes e os substratos 2,3-dicloro-1,4-
naftoquinona 98% (Aldrich), 2-hidroxi-1,4-naftoquinona 97% (Sigma-Aldrich), 1,4-
naftoquinona, picolilamina 99% (Aldrich), 1,3-diaminopropano 99% (Aldrich), 1,2-
etanoditiol 98% (Sigma-Aldrich), 2-mercaptoetanol 99% (Vetec), 2-aminoetanol 99%
(Vetec) e trietilamina 99% (Vetec) .

Como solvente foram utilizados agua destilada, metanol P.A. 99.9% (Vetec),
acetona P.A. 99.5% (Vetec), hexano P.A. 98.5% (Vetec) e acetato de etila P.A. 99.5%

(Vetec) sem qualquer tratamento prévio.

3.2 Métodos
3.2.1 Cromatografia

As andlises de cromatografia em camada fina foram realizadas utilizando
cromatofolhas de aluminio recobertas com silica gel UV254 (250 pm, 20x20 cm). As
amostras foram diluidas em diclorometano e sua revelacdo foi efetuada por
exposicao a luz ultravioleta (250 e 300 nm).

O eluente utilizado na analise cromatografica foi preparado misturando-se uma
proporcdo em volume 1:1 e 4:1 dos solventes acetato de etila e hexano, sem

qualquer tratamento prévio.

3.2.2 Ponto de fusédo

A determinacao do ponto de fusdo sem correcédo das substancias sintetizadas

foi realizada utilizando o equipamento digital Fisatom 430D.

3.2.3 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros de infravermelho dos compostos 25a, 25b, 25e, 25f e 32a foram
obtidos utilizando o espectrometro modelo FTLA2000-102-ABB do fabricante ABB
Bomem com acessorio de janela de KBr de 32mm de largura e 3mm de espessura.
Todas as medidas foram efetuadas no intervalo de 4000 a 400 cm™, com médias de

16 varreduras e resolucdo de 4 cm™.
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Os espectros de infravermelho dos compostos 32, 25c, 25d, 25g, 32b e 32c
foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer, modelo Spectrum 400. A aquisicéo
dos espectros de MIR ocorreu através de uma célula horizontal de ATR constituida
de ZnSe 45° fabricado pela Pike Technologies. Foram coletados 16 scans em cada

amostra com resolucdo de 4 cm™.

3.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (*H) e de
carbono (*3C) foram obtidos utilizando o espectrémetro Varian 400 MHz e sonda de
5 mm Broadband 1H/X/D. Os deslocamentos quimicos (&) estdo relatados em ppm
em relagdo ao padréo interno. Foi utilizado CDCl; como solvente e TMS como
padrdo interno.

Em todos os espectros de RMN de 'H, observou-se um sinal de uma impureza
em & = 1,55-1,70 ppm (s), a qual foi atribuida a presenca de agua no solvente
utilizado para a anélise, tal como descrito por Gottlieb e colaboradores.®® Além disso,
dois outros sinais de impureza foram observados nos espectros de RMN de *H dos
compostos 25b, 25c, 32c e 44, 6 = 1,26 ppm (s), 0,86 ppm (m), de acordo com a
mesma referéncia, atribuidos a contaminacdo por graxa provavelmente da linha de

alto vacuo durante a secagem das amostras

3.2.5 Espectrometria de Massas

Os espectros de Massa foram obtidos no espectrobmetro de alta resolucdo
(modelo 9.4 T Solarix, Bruker Daltonics, Bremen, Germany), operado em modos de
ionizacao positivo e negativo com eletrospray ionizante, ESI(+) and ESI(-)-FT-ICR
(MS). A aquisicéo dos espectros de FT-ICR MS foi realizada com poder de resolugao
de m/Am50% = 500000, onde Am50% é o pico inteiro com m/z 400 sendo metade da

altura maxima e acuracia de massa < 1 ppm.
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3.3 Procedimento experimental

3.3.1 Preparagéo do 2-cloro-3-[(piridin-2-ilmetil)amino]naftoquinona (25a)
20

o) 8 13 2 AN\ 19

Cl 6 H 16l |

SOGRLa S N oUGRA
> 17

cl N A ta.2h 2 8

Clyq
3
O 34 o)
25 12
25a
C1oH4Cl20; C16H11CIN2O2
P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 298,72 g/mol

Massa Exata: 298,05

Uma suspensédo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
metanol (10 mL) com picolilamina (34) 155 pL (1,5 mmol) e trietilamina (153 pL, 1,1
mmol) foi agitada por 2 h a temperatura ambiente. O precipitado obtido foi filtrado e
lavado com metanol gelado para obter o produto (25a) como um sélido de coloragéo
laranja (0,2624 g, 88%) e p.f. = 156-157 °C.

V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 3253 (v N-H), 3067 (v C-H), 1683 (v C=0),
1605 (v C=C), 1566 (& N-H), 1295 (v C-N), 719 (v C-ClI).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,65 (d, J = 4,9 Hz, 1H, Hyg), 8,15 (dd, J =
7,7, 1,3 Hz, 1H, Hg), 8,06 (dd, J = 7,6, 1,4 Hz, 1H, Hs), 7,82 (s, 1H, Hi3), 7,75 — 7,69
(m, 2H, Hye Hy), 7,63 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H, Hy), 7,29 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H»,), 7,30
— 7,22 (m, 1H, Hig), 5,19 (d, J = 5,0 Hz, 2H, H;s).

RMN de **C (101 MHz, CDCls) 8 ppm: 180,57 (C;), 176,78 (C1o), 155,10 (C16),
149,04 (Cig), 144,39 (Cy), 136,87 (Cy), 134,77 (Cy), 132,65 (Cy), 132,40 (C4, Cs),
129,96 (Cas), 126,77 (Cs), 126,71 (C21), 122,66 (Cy9), 121,72 (Cs), 48,60 (Cis).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C16H1:CIN,O, + H]" com m/z = 299,05827, erro = -
0,29 ppm e DBE =12.
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3.3.2 Preparacao do 2-[(3-aminopropil)amino]-3-cloronaftoquinona (25b)

(0) 11

0 13
Cl PN 6 H 16 18
1 9
I et e
Cl 35 t.a. 2h 2 8> Cl »
0] 3
25 ©
12 25b
C10H4Cl20; C14H45CIN2O,
P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 278,73 g/mol

Massa exata: 278,08

Uma suspenséo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
metanol (10 mL) com 1,3-diaminopropano (35) (167 pL, 2 mmol) foi agitada por 7 h a
temperatura ambiente. O precipitado obtido foi filtrado e lavado com metanol gelado
para obter o produto (25b) como um sdlido de coloracdo laranja avermelhado
(0,2356 g, 89%) e p.f. = 215 °C (com decomposicao).

V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 3270 (v N-H), 1676 (v C=0), 1602 (v C=C),
1573 (8 N-H), 1293 (v C-N), 720 (v C-Cl) .

RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,14 (dd, J = 7,6, 1,0 Hz, 1H, Hg), 8,02
(dd, J = 7,7, 1,0 Hz, 1H, Ha), 7,73 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H, Hy), 7,63 (td, J = 7,5, 1,2
Hz, 1H, Hj), 6.13 (bs, 1H, Hi3), 4,00 (dd, J = 13,5, 6,8 Hz, 2H, Hiea € Hiep), 3,72 (dd,
J = 14,0, 7,0 Hz, 1H, Hisa), 2,91 (t, J = 6,4 Hz, 1H, Hiap), 2,12 (dt, J = 13,9, 7,1 Hz,
1H, Hisa), 1,83 (dt, J = 12,9, 6,6 Hz, 1H, Hisp).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C13H13CIN,O; + H]* com m/z = 265,07387, erro = -
0,14 ppm e DBE = 8.
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3.3.3 Preparacao do 2-cloro-3-((2-hidroxietil)amino)naftalen-1,4-diona (25c)

0] 0] 13
cl 2 H\/“S\
H,N 1 g
O‘ LA NG MeOH Oa ~ “OH 4
t.a. 24h 2
Cl 36 3 8 Cl 47
o} o)
25 2 25¢
C10H4Cl,0, C1,H1oCINO,
P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 251,67 g/mol

Massa exata: 251,03

Uma suspenséo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
metanol (10 mL) com 2-aminoetanol (36) (121 pL, 2,0 mmol) foi agitada por 24 h a
temperatura ambiente. O precipitado obtido foi filtrado e lavado com &gua gelada
para obter o produto (35) de coloracéo laranja (0,2240 g, 89%) e p.f. = 139-140 °C.

V. vmax (cm™, ATR): 3470 (v O-H), 3301 (v N-H), 3067 (v C-H), 3035 (v C-H),
2905 (v C-H), 2881 (v C-H), 1682 (v C=0), 1601 (v C=C), 1565 (d N-H), 1297 (v C-
N), 1073 (v C-OH) 724 (v C-Cl).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,14 (dd, J = 7,7, 0.9 Hz, 1H, Hg), 8,03
(dd, J = 7,7, 1,0 Hz, 1H, Hs), 7,73 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H, Hy), 7,63 (td, J = 7,6, 1,3
Hz, 1H, Hy), 6,42 (s, 1H, His), 4,06 (dt, J = 10,7, 5,3 Hz, 1H, Hss), 3,93 (dd, J = 10,1,
5,0 Hz, 1H, Hys), 1,81 (t, J = 4,7 Hz, 1H, Hig).

RMN de C (101 MHz, CDCls) & ppm: 180,42 (C-), 176,86 (C10), 144,42 (Co),
134,92 (C,), 132,58 (Cy), 132,51 (C4 e Cs), 129,81 (Cg), 126,84 (C3), 126,82 (Cg),
61,97 (C1s), 46,57 (Cye).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C12H10CINO3 + H]" com m/z = 252,0419, erro = 1,23
ppm; [C12H10CINO3 + Na]* com m/z = 274,0238, erro = 1,30 ppm, e DBE = 8.
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3.3.4 Preparacao do 2-cloro-3-((2-hidroxietil)amino)naftalen-1,4-diona (25d)

11

0 0
6
cl OCH; 14
ta.3h
cl @ 2 8Cl 4
0 0
25 12
25d
C16H4Clo0; C14H,CIOg
P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 222,62 g/mol

Massa exata: 222,01

Uma suspenséo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
metanol (10 mL) com trietilamina (153 pL, 1,1 mmol) foi agitada por 3 h a
temperatura ambiente. O precipitado obtido foi filtrado e lavado com agua gelada
para obter o produto (25d) de coloracdo amarela (0,1794 g, 81%) e p.f. = 144-147
°C.

L.V. Vmax (cm™, ATR): 3325 (v C-H), 3083 (v C-H), 3027 (v C-H), 2960 (v C-H),
2855 (v C-H), 1674 (v C=0), 1590 (v C=C), 1255 (vassim. C-O-C), 1045 (vsim C-O-C),
716 (v C-Cl).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) § ppm: 8,17 — 8,12 (m, 1H, Hg), 8,11 — 8,07 (m,
1H, H3), 7,79 = 7,72 (m, 2H, H1 e H>), 4,32 (s, 3H, Haa).

RMN de *C (101 MHz, CDClz) & ppm: 179,68 (C1), 178,59 (C7), 156,76 (Cy),
134,35 (C,), 133,92 (Cy), 131,03 (Cs), 130,78 (C.), 128,29 (Cs), 126,97 (Cs), 126,86
(Cs), 61,87 (Cua).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C;1H,ClO3 + Na]* com m/z = 244,9972, erro = 1,49
ppm e DBE = 8.
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3.3.6 Preparacao do 2,3-dihidronafto[2,3-b][1,4]ditiino-5,10-diona (25€e)

1
it Cl o 13
HS 3 s
QL e L,
Cl 38 50 °C, 12h 2 g g 16
) 3 S 15
25 12
25e
C1oH4Cl20, C12Hg05S,
P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 248,32 g/mol

Massa exata: 248,00

Uma suspensao de 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
metanol (10 mL) com 1,2-etanoditiol (38) (149 uL, 2,0 mmol) foi agitada por 12 h a 50
°C . Deixou-se a solucao esfriar e o produto obtido foi filtrado e lavado com metanol
gelado para obter o produto (25e) como um sélido de coloragdo vermelho escuro
(0,1522 g, 62%) e p.f. > 230 °C.

V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 2911 (v C-H), 1641 (v C=0), 1587 (v C=C), 694
(v C-S).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) § ppm: 8,07 (dd, J = 5,7, 3,3 Hz, 2H, Hs € Hs),
7,69 (dd, J = 5,7, 3,3 Hz, 2H, Hy € Hy), 3,30 (s, 4H, H1s € Ha).

RMN de **C (101 MHz, CDCls) & ppm: 178,60 (C; e Cig), 140,74 (Cg e Co),
133,74 (C1e Cy), 131,56 (Cse Cs), 126,90 (Cze Cg), 26,99 (Crae Cip).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C1,Hg0,S, + H]" com m/z = 249,0037, erro = 0,23
ppm; [C12Hg02S, + Na]* com m/z = 270,9856, erro = 0,16 ppm; [2(C12Hs02S,) + Na]*
com m/z =518,9824, erro = -0,06 ppm; e DBE = 9.
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3.3.5 Preparacao do 2-cloro-3-[(mercaptometil)tio]naftoquinona (25f)

o) 11
Cl 6 3 45
HS
O‘ + sH o AcetonalH,0 19 8\14/\SH 6
I Cl 38 ta. 12h 2 e,
25 0
12 25f
P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 284,78 g/mol

Massa exata: 283,97

Uma suspenséo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
acetona (5 mL) com 1,2-etanoditiol (38) (210 uL, 2,5 mmol) foi agitada por 1 h a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se agua (15 mL) lentamente e agitou-
se por 12h. O precipitado obtido foi filtrado e lavado com agua gelada para obter o
produto (25f) como um sdlido de coloracdo roxa (0,2164 g, 66%) e p.f. = 125 °C
(com decomposigao.).

L.V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 3069 (v C-H), 3028 (v C-H), 2989 (v C-H),
2928 (v C-H), 1699 (v C=0), 1646 (v C=C conjugado), 1588 (v C=C), 807 (v C-Cl),
666 (v C-S).

RMN de H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,22 — 8,17 (m, 2H, Hg e Hs), 8,15 — 8,10
(m, 2H, Hy e Hy), 3,59 — 3,42 (m, 4H, Hy4 e His).

RMN de **C (101 MHz, CDCls) & ppm: 186,55 (C1o), 186,44 (C7), 135,08 (Co),
134,81 (C4 e Cs), 133,55 (C1 e Cy), 131,17 (Cg), 128,44 (Cs), 128,42 (Cg), 42,40
(C15), 39,84 (C14).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C1,HoCIO,S, + H]" com m/z = 284,9804, erro = 0,30
ppm e DBE = 8.
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3.3.7 Preparacao do 2,3-bis[(2-hidroxietil)tio]naftoquinona (259)
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C1oH4Cl20, C14H1404S;

P.M. = 227,04 g/mol P.M. = 310,39 g/mol

Massa exata: 310,03

Uma suspensao da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) (0,2270 g, 1,0 mmol) em
acetona (5 mL) com 2-mercaptoetanol (39) (210 pL, 2,0 mmol) foi agitada por 1 h a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se agua (10 mL) lentamente e agitou-
se por 24h. O precipitado obtido foi filtrado e lavado com agua gelada para obter o
produto (25g) de coloracao laranja (0,1614 g, 52%) e p.f. = 111-113 °C.

V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 3278 (v O-H), 1654 (v C=0), 1588 (v C=C),
1137 (v C-OH), 699 (v C-S).

RMN de *H (400 MHz, CDCl3) 6 ppm: 8,07 (dd, J = 5,7, 3,3 Hz, 2H, Hs e H3),
7,72 (dd, J = 5,7, 3,3 Hz, 2H, Hy e Hy), 3,79 (q, J = 4,9 Hz, 4H, His e Hig), 3,47 —
3,37 (m, 4H, His e Hig), 2,71 (S, 2H, His € Hyp).

RMN de **C (101 MHz, CDCls) & ppm: 178,88 (C; e Cig), 148,99 (Cg e Co),
133,81 (Ci e Cy), 132,85 (C4 e Cs), 127,18 (Cz e Cg ), 61,94 (Cy5 € Cig), 38,20 (Cis €
Cus).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C14H1404S, + H]" com m/z = 309,0260, erro = 0,30
ppm e DBE = 8.
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3.3.8 Preparacao do 2-metoxinaftaleno-1,4-diona (32)
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42 32 12
C10H603 C11H8o3
P.M. = 174,15 g/mol P.M. = 188,18 g/mol

Massa Exata: 188,05

Em um baldo de 100 mL foi dissolvido a 2-hidroxi-1,4naftoquinona (42) (1,000
g, 5,7 mmol) em metanol absoluto (50 mL) com &cido cloridrico concentrado (0,8
mL). A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 4h. Em seguida, deixou-se
atingir a temperatura ambiente e o produto (32) foi filtrado, recristalizado em agua
quente para obter um sélido amarelo claro (0,7937g, 73%) e p.f. =179-180 °C.

V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 3049 (v C-H), 2991 (v C-H), 2852 (v C-H),
1682 (v C=0), 1648 (v C=C conjugado), 1605 (v C=C), 1244 (vassim. C-O-C).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 8 ppm: 8,19 — 8,04 (m, 2H, Hg e Hs), 7,81 — 7,68
(m, 2H, Hy e Hy), 6,19 (s, 1H, Hg) 3,92 (s, 3H, H3).
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3.3.9 Preparacao do 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]naftoquinona (32a)

0 20/
OCHs
O‘ + H2N/® MeOH, EtsN _
N A ta. 24h
o, 34
32

C11HgO3 C16H12N20,
P.M. = 188,18 g/mol P.M. = 264,28 g/mol
Massa exata: 264,09

Uma suspensdo da 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) (0,0941 g, 0,5 mmol) em
metanol (10 mL) com picolilamina (34) (180 pL, 2,0 mmol) e trietilamina (84 pL, 0,6
mmol) foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se agua
(20 mL) e o precipitado formado foi filtrado e lavado com metanol gelado para obter
o produto (32a) de coloracao laranja (0,0766 g, 58%) e p.f. = 146-148 °C.

V. vmax (cm™, pastilha de KBr): 3067 (v C-H), 3061 (v C-H), 3049 (v C-H),
1677 (v C=0), 1607 (v C=C conjugado), 1593 (v C=C), 1569 (3,N-H), 1264 (v C-N).

RMN de *H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,63 (dd, J = 4,9, 0,7 Hz, 1H, Hi7), 8,12 —
8,07 (m, 2H, He e Hs), 7,78 — 7,66 (m, 2H, Hy e Hy), 7,63 (td, J = 7,5, 1,2 Hz, 1H,
Hio), 7,29 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Hy), 7,29 — 7,22 (m, 1H, Hyg), 7,16 (S, 1H, H13), 5,78 (s,
1H, Hg), 4,49 (d, J = 5,2 Hz, 2H, H14a € Hiap).

RMN de *3C (101 MHz, CDCls) 8 ppm: 183,08 (C;), 181,70 (C1o), 154,51 (C1s),
149,49 (Cy7), 147,76 (Cs), 136,91 (Cy), 134,67 (C>), 133,57 (C4), 132,04 (Cyo), 130,60
(Cs), 126,31 (Cg), 126,17 (C3), 122,81 (Cyg), 121,67 (), 101,74 (Cyo), 47,03 (C1a).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C1sH12N>0,+ H]" com m/z = 265,0971, erro = 0.29
ppm e DBE =12.
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3.3.10 Preparacao do 2-[(3-aminopropil)amino]naftoquinona (32b)

11
13

o
H o s
OCHj, 6 N NH.,, 17
1 9 N2
O‘ W N, MeOH, BN Oa Y
ta. 24h 2 8

35
3
(0] (0]
32 o 32b
C11HgO3 C13H14N207
P.M. = 188,18 g/mol P.M. = 230,26 g/mol

Massa exata: 230,11

Uma suspensdo da 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) (0,0941 g, 0,5 mmol) em
metanol (10 mL) com 1,3-diaminopropano (35) (83 pL, 1 mmol) e trietilamina (84 pL,
0,6 mmol) foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se
agua (20 mL) e o precipitado foi filtrado e lavado com metanol gelado para obter o
produto (32b) como um sélido de coloracéo laranja (0,0921 g, 80%) e p.f. = 124-126
°C.

L.V. Vmax (cm™, ATR): 3392 (v N-H), 3353 (v N-H), 1672 (v C=0), 1632 (v C=C
conjugado), 1596 (v C=C), 1569 (& N-H), 1242 (v C-N).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,10 (dd, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H, Hg), 8,05
(dd, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H, Hg), 7,74 (td, J = 7,6, 1,4 Hz, 1H, H,), 7,63 (td, J = 7,6, 1,3
Hz, 1H, H,), 5,91 (s, 1H, Hi3), 5,76 (s, 1H, Hg), 3,35 (dd, J = 6,6 Hz, 2H, Hisa € Hiep),
2,11 (dt, J = 6,9 Hz, 2H, Hisa € Hiap), 1,25 (S, 2H, Hisa € Hisp).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C13H14N202+ H]* com m/z = 231,1126, erro = 0,44
ppm e DBE = 8.
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3.3.11 Preparacao do 2-((2-hidroxietil)amino)naftalen-1,4-diona (32c)

11

o) o B

OCHs 2 N 2
O‘ i HN" > MeOH, EtN 19 ~" “OH 46
36 ta. 16 h 2 8
3
o) O
32 12 32¢c
C11HgO3 C12H11NO3

P.M. = 188,18 g/mol P.M. = 217,22 g/mol

Massa exata: 217,07
Uma suspensado da 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) (0,1881 g, 1,0 mmol) em
metanol (10 mL) com 2-aminoetanol (36) (121 pL, 2,0 mmol) e trietilamina (153 pL,
1,1 mmol) foi agitada por 16 h a temperatura ambiente. A solucdo foi resfriada, o
produto foi filtrado e lavado com metanol gelado para obter o produto (32¢c) como um
sélido de coloracao laranja (0,1803 g, 83%) e p.f. = 156-157 °C.

V. vmax (€M, ATR): 3338 (v N-H), 3058 (v C-H), 2935 (v C-H), 2913 (v C-H),
1673 (v C=0), 1590 (v C=C), 1551 (5 N-H), 1218 (v C-N), 1071 (v C-OH).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) & ppm: 8,10 (dd, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H, Hg), 8,05
(dd, J = 7,7, 1,2 Hz, 1H, Hs), 7,73 (td, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H, Hy), 7,62 (td, J = 7,6, 1,3
Hz, 1H, Hi), 6,22 (s, 1H, Hi3), 5,77 (s, 1H, Hs), 3,93 (dd, J = 10,2, 5,0 Hz, 2H, Hiss €
Hisp), 3,37 (dd, J = 10,8, 5,5 Hz, 2H, Hi4a € Hip), 1,79 (t, J = 5,1 Hz, 1H, Hye).

RMN de *C (101 MHz, CDCls) & ppm: 183,10 (C), 181,73 (C1o), 148,09 (Co),
134,77 (C1), 133,52 (C»), 132,06 (C4), 130,50 (Cs), 126,33 (Cg), 126,19 (Cs), 101,16
(Cs), 60,05 (C1s), 44,39 (C1a).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C1,H1uNO3z + Na]* com m/z = 240,0628, erro = 1,45
ppm; [2(C12H1:NO3) + Na]* com m/z = 457,1364, erro = 1,24 ppm e DBE = 8.
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3.3.12 Preparacao do 2-((2-hidroxietil)tio)naftalen-1,4-diona (44)

11

(0]
OH 3 S
9
Q‘ + HS/\/ Acetona Oa \14/\OH16
39 ta. 0.5h 2 8

(@]
24 12 44
C10HsO2 C12H10038
P.M. = 158,15 g/mol P.M. = 234,27 g/mol

Massa exata: 234,04

Uma solugcédo da 1,4-naftoquinona (24) (0,0941 g, 0,5 mmol) em acetona (2,5
mL) com 2-mercaptoetanol (39) (70 uL, 1,0 mmol) foi agitada por 0,5 h a temperatura
ambiente. Em seguida, a solucdo foi aplicada diretamente em uma coluna
cromatografica de silica gel que foi eluida inicialmente com uma solucéo de hexano
e acetato de etila 15% passando em seguida para 25%. O produto (24a) foi obtido

como um sélido de coloracdo amarela. (0,0449 g, 77%) e p.f. = 124-127 °C.

L.V. vmax (cm™, ATR): 3323 (v O-H), 2923 (v C-H), 2852 (v C-H), 1666 (v C=0),
1650 (v C=C conjugado), 1588 (v C=C), 1121 (v C-OH), 666 (v C-S).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) § ppm: 8,14 — 8,04 (m, 2H, Hz e Hg), 7,79 — 7,66
(m, 2H, Hy e Hy), 6,71 (s, 1H, Hg), 3,98 (dd, J = 10,7, 5,4 Hz, 2H, Hss), 3,10 (t, J = 6,1
Hz, 2H, Hia), 2,06 (S, 1H, Hae).

RMN de C (101 MHz, CDCls) & ppm: 182,04 (C-), 181,59 (Ci0), 154,21 (Co),
134,42 (Cy), 133,40 (Cy), 132,09 (Cg), 131,84 (C3), 127,44 (Cg), 126,92 (C4), 126,59
(Cs), 59,73 (C1s), 33,26 (C14).

FTMS ESI(+)FT-ICR MS [C1,H1003S + Na]* com m/z = 257,0244, erro = -0,28
ppm; [2(C12H1003S) + Na]* com m/z = 491,0596, erro = -0,57 ppm; e DBE = 8.
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3.3.13 Avalicdo da Atividade Antineoplasica In Vitro

As linhagens celulares de cancer humano de pulmao (H460), mama triplo-
negativo (MDA-MB-231) e ovario (A2780), foram cultivadas em garrafas de 75 cm?,
com meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de solucao
estabilizada de Penicilina-Estreptomicina (10000 unidades de Penicilina e 10 mg de
Estreptomicina por mL) e 0,5% de Fungizone - Anfotericina B a 250 pg/mL; em
estufa umedecida a 37°C e com atmosfera de 5% de CO, até a subconfluéncia. Para
a realizacdo dos tratamentos, ajustou-se a concentracdo de células desejada (10e5
células/mL). Assim que se obteve o estagio de subconfluéncia, as células passaram
por um periodo de incubacdo de 24 horas, e entdo as placas foram lavadas com
tampdo PBS 1X. Avaliou-se a proliferacdo celular frente ao tratamento com os
ligantes naftoquindnicos, além dos quimioterapicos cisplatina, etoposideo e
vimblastina. Cada experimento foi realizado em quadruplicata. Apds as 24 horas de
incubacdo com os compostos listados, o0 meio foi removido e 15 pL de MTT (6
mg/mL) adicionados em cada poc¢o. A incubacdo com MTT deu-se por 4 horas e, em
seguida, adicionou-se 70 pL de SDS 10% p/v para dissolucdo dos cristais de
formazan formados. A leitura dos resultados foi realizada em espectrofotometro (MR-
96 A, Bioclin, Minas Gerais, Brasil) no comprimento de onda de 600 nm. A
determinacdo dos valores da concentracao inibitoria de 50% da proliferacdo celular
(IC50) foi efetuada a partir da curva dose resposta feita para cada subtancia.

3.3.14 Docking

A ancoragem dos ligantes foi realizada no software Autodock Vina com as
proteinas PI3K e topoisomerase Il obtidas no Protein Data Bank (PDB) sob os
codigos 1E7U e 1QZR, respectivamente. As estruturas 3D das substancias foram
obtidas no software Gaussian03 ap0s otimizagdo com o método semi-empirico PM3.
Inicialmente o ligante da PI3K, Wortmannin, e da topoisomerase I, Dexrazoxana, e
as respectivas proteinas foram preparados conforme descrito na literatura.®” Em
seguida, uma caixa (grid box) com dimensdes 18x10x12 A e coordenadas, x =
23.426,y = 62.986 e z = 20.716 , para PI3K, e x = 28.166, y = 33.408 e z = 32.263,
para topoisomerase Il, centradas nos respectivos ligantes, foi criada para cobrir 0
sitio ativo das enzimas. Assim, os ligantes cristalograficos de cada enzima foram

redocados nos respectivos receptores, a fim de validar a eficiéncia dos calculos de



54

docking.

Na sequéncia, apOs otimizacdo de todas as estruturas dos compostos
sintetizados, dos farmacos controle e da validagdo da metodologia estudos de
docking foram realizados com as proteinas-alvos, obtendo como resultado das
superposicdes dos ligantes nos sitios ativos as energias de interacdo
ligante/receptor.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reacdo de substituicdo nucleofiica com a 2,3-dicloro-1,4-
naftoquinona

Conforme descrito anteriormente, a 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) ¢é
bastante utilizada para a obtencao de derivados 2,3-substituidos por ser suscetivel a
reacoes de substituicdo nucleofilica com inumeras espécies nucleofilicas. O
mecanismo de substituicdo proposto inicia com a adicdo do nucledfilo ao carbono C,
e/lou Cs, ambos ligeiramente eletrofilicos, para formar o oxianion (33) como
intermediéario (Figura 19). Posteriormente ocorre a eliminacdo do atomo de cloro, o
grupo de saida, para regenerar a carbonila o,p-insaturada termodinamicamente mais
estavel. Normalmente a 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona reage com nucledfilos para
formar uma mistura de produtos mono e dissubstituidos dependo da nuclecfilicidade

dos nucledfilos empregados.*’

O

o} /@;Nu o)
cl Nu Nu
Cl
Cl Cl Cl
(l )

O

O:
©

25 33

Figura 19. Mecanismo da reacéo de substituicdo nucleofilica na 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona.

A introducdo de grupos doadores de elétrons, como por exemplo, aminas,
normalmente substituem apenas um dos atomos de cloro da naftoquinona, pois o
aumento da densidade eletrénica no nucleo naftoquinénico promovido pelo efeito
mesomeérico do par de elétrons ndo ligante do heteroatomo, formando um sistema
altamente deslocalizado, diminui a eletrofilicidade do atomo de carbono ligado ao

segundo atomo de cloro (Figura 20).
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Figura 20. Explicacéo para a reducéo da eletrofilicidade do atomo de carbono ligado ao cloro.

Para que a segunda substituicdo aconteca, um efeito retirador de elétrons deve
ser imposto sobre o anel da naftoquinona ou um catalisador, normalmente contendo
paladio, deve ser empregado.*®>°

Desta forma, neste trabalho foi explorado inicialmente a reagcdo de
monossubstituicdo nucleofilica entre a 2,3-dicloronaftoquinona (25) e os nucledfilos
nitrogenados picolilamina (34), 1,3-diaminopropano (35) e 2-aminoetanol (36).
Posteriormente, metanol (37) foi utilizado como nucledfilo oxigenado, e ainda os
nucleofilicos sulfurados 1,2-ditioletano (38) e o 2-mercaptoetanol (39), conforme
mostrados na Figura 21.

0
Cl
(LT,
O
25

OH
,\! P HON "NH,  HN
35 36

34

SH OH
HO—CH HS/\/ HS/\/
37 38 39

Figura 21. Reagentes utilizados nas tentativas de sintese dos compostos 2-substituinte-3-cloro-1,4-
naftoquinona e 2,3-substituintel1,4-naftoquinona.

Os compostos obtidos apods a reacdo de substituicho com aminas e também
com o metanol, foram todos produtos de monossubstituicdo. Quando a reacgao foi
realizada com os nucledfilos sulfurados (38) e (39), observou-se a formacdo de uma
mistura de produtos monossubstituido e dissubstituido. As reagfes testadas foram

otimizadas neste trabalho conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Sintese dos derivados naftoquindnicos dissubstituidos a partir da 2,3-dicloro-1,4-
naftoquinona (25).

Entrada Nucleofilo Solvente Base Tempo Produto Rend.

=
g L)
N \N
1 34 MeOH EtsN 2h 88%
Cl

O 25a
(@]

H
N~ _NH;

2 35 MeOH - 7h O‘ 89%
Cl

O 25p
Oy

N ™oH
3 36 MeOH - 24h 89%
o

O 25¢
0

OCH,
4 37 MeOH EtN  3h O‘ . 81%

O 254

@)
S
5 38 MeOH -  12h O‘ j 62%
S

O 25¢
o}

(CH3),CO/ S gH
6 38 . 12h 66%
H.O Cl

O 25f
o)

(CH3),CO/ S"oH
7 39 - 24h o 52%
H.O ST

O 25¢g

Os soélidos obtidos apos a filtracdo e lavagem com metanol gelado foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho, Ressonéncia Magnética
Nuclear de *H e *C, e espectrometria de massa de alta resolucéo.
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Para a sintese de 25a (entrada 1 da Tabela 1), algumas modificacdes
experimentais foram realizadas a partir da metodologia descrita por Elango e
colaboradores, sendo necessario utilizar EtsN, excesso de nucledfilo e um tempo
reacional de 2 horas, superior ao tempo descrito na metodologia usada pelos
autores supracitados.®® A sintese de 25b, composto inédito (entrada 2 da Tabela 1),
composto ainda n&do descrito em trabalhos anteriores, foi realizada utilizando uma
metodologia semelhante, porém nao foi necessario empregar EtsN como base na
reacao.

A caracterizacao estrutural de 25a por espectroscopia de infravermelho em
pastilha de KBr mostrou bandas caracteristicas em 3253 cm™ e 1566 cm™ atribuidas
a deformacdo axial e angular da ligacdo N-H, em 1683 cm™ devido a deformacéo
axial C=0, em 1605 cm™ correspondente as deformacdo axial C=C, em 1295 cm™
resultante do estiramento da ligacdo C-N e, finalmente, uma banda em 719 cm™
atribuida ao estiramento C-CI.

O espectro de RMN de 'H (Figura 22) do composto 25a mostrou um dubleto
em 5,19 ppm, atribuido aos hidrogénios metilénicos (-CH;) da picolilamina. Um
singleto largo foi observado em 7,82 ppm, sinal que corresponde ao hidrogénio -NH
do substituinte. Os sinais em 8,65, 7,63, 7,29 e 7,26 ppm correspondem aos
hidrogénios do anel piridinico.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do jon protonado [C16H11CIN2O, + H]" com relagdo massa/carga
m/z = 299.05827 (erro = -0.29 ppm) e indice de instauragéo igual a 12 ratificando a
determinacao estrutural do composto 25a com formula minima C16H10CIN2O5 .
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Figura 22. Expans&o do espectro de RMN de *H do composto 25a.

O composto 25b foi caracterizado de maneira semelhante. Seu espectro na
regido do infravermelho mostrou bandas em 3270 cm™ e em 1573 cm,
caracteristicas da deformacdo axial e angular de N-H. Foi observado também
bandas em 1676 cm™ e 1602 cm™ correspondentes aos estiramentos C=0 e C=C,
em 1293 cm™ devido a deformac&o axial da ligacdo C-N e em 720 cm™, referente a
deformacéo axial da ligacédo C-CI.

A anélise do composto 25b por RMN de 'H foi dificultada devido & baixa
solubilidade do produto nos solventes mais comuns utilizados em RMN, como por
exemplo, CDCIl; e DMSO-d. Entretanto, pode-se confirmar a estrutura do produto
através dos sinais da regido alifatica (Figura 23). O singleto alargado em 6,13 ppm
corresponde ao atomo de hidrogénio Hy3 em -NH da amina secundaria. Além desse,
os sinais em 4,00 ppm, 3,72 ppm, 2,91 ppm, 2,12 ppm e 1.83 ppm correspondentes

aos hidrogénios metilénicos no substituinte, confirmam a formagé&o do produto.
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Figura 23. Expans&o na regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 25b.

No espectro de massas foi detectado por ionizacdo da amostra no modo
positivo a presenca do jon protonado [C13H13CIN,O, + H]" com relagdo massa/carga
m/z = 265.07387 (erro = -0.14 ppm) e indice de instauragéo igual a 8 ratificando a
determinacao estrutural do composto 25b com férmula minima C,3H13CIN,O, .

A preparacdo de 25c (vide entrada 3 da Tabela 1 na pagina 57) e 25d (vide
entrada 4 da Tabela 1 na péagina 57) foi realizada em condicbes mais brandas do
gue aquelas descritas em trabalhos anteriores e com melhores resultados. Brun e
colaborados prepararam anteriormente o composto 25c¢ a partir da 2,3-dicloro-1,4-
naftoquinona em solucdo de éter etilico com EtsN, obtendo rendimentos de
aproximadamente 46%.%° Em nosso trabalho, o mesmo produto foi obtido com 89%
de rendimento, utilizando metanol como solvente e excesso do nucledfilo.

A sintese de 25d foi descrita anteriormente por Sarhan e colaborados, através
da reacdo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona com metoxido de sédio em metanol sob
refluxo por 8h, obtendo o produto com 77% de rendimento.®® A mesma reacao foi

realizada neste trabalho empregando uma solugdo de 2,3-dicloro-1,4-
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naphthoquinona, metanol e EtsN. O composto 25d foi obtido com 81% de
rendimento.

O espectro de infravermelho do composto 25¢ em ATR mostrou uma banda
intensa em 3470 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo O-H, em 2905 cm™ e 2881
cm™® bandas de estiramento C-H alifatico. Em 3301 cm™ e 1565 cm™, foram
observadas as bandas de estiramento axial e angular da ligacdo N-H. Observou-se
também bandas de deformacéo axial da ligacdo C=0O e C=C em 1682 cm™ e 1601
cm™, respectivamente, referente ao ncleo naftoquindnico. A banda referente ao
estiramento da ligacdo de C-OH, caracteristica de &lcoois primarios € registrada em
1073 cm™ e em 724 cm™ tem-se a banda de deformacao axial da ligacéo C-Cl.

O espectro de RMN de *H do composto 25c apresentou na regido alifatica
(Figura 24 na P&gina 62) um singleto alargado em 6.42 ppm correspondente ao
hidrogénio -NH do grupo amina da etanolamina. Em 4,06 ppm e 3,93 ppm observou-
se um duplo-tripleto e um duplo-dubleto atribuidos as hidrogénios metilénicos His e
Hi4 da cadeia alifatica, respectivamente. Por fim, o tripleto largo em 1,81 ppm foi
atribuido a hidroxila etandlica do aminoetanol e o acoplamento foi confirmado pelo
espectro de RMN 2D *H x *H-COSY.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do ion protonado [C12H10CINO3 + H]" com relagdo massa/carga
m/z = 252.0419 (erro = 1.23 ppm), o complexo [C12H10CINO3z + Na]* com relacéo
massa/carga m/z = 274.0238 (erro = 1.30 ppm) e indice de instauracdo igual a 8
ratificando a determinacdo estrutural do composto 25¢ com formula minima
C12H10CINO:3.
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Figura 24. Expansao na regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 25c.

Para o composto 25d, o espectro de infravermelho em ATR mostrou bandas
em 2960 cm™ e 2855 cm™ referentes aos estiramentos axiais C-H metilico, uma
banda em 1674 cm™ e outra em 1590 cm™ atribuidas aos estiramentos das ligacées
C=0 e C=C. As bandas em 1255 cm™ e em 1045 cm™ s&o caracteristicas de
estiramento assimétrico e simétrico das ligacdes C-O-C de enol éter. Tem-se em 716
cm™ a banda de estiramento da ligagéo C-Cl.

No espectro de RMN de 'H do composto 25d (Figura 25 na P&gina 63) foi
observado um singleto em 4,32 ppm referente aos hidrogénios do grupo metil. Além
desse sinal, na regido aromatica sao encontrados o0s sinais referentes aos
hidrogénios da naftoquinona, em 8,15 ppm e 7,75 ppm.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do complexo [C1;H;ClO3z + Na]* com relagdo massa/carga m/z =
2449972 (erro = 1.490 ppm) e indice de instauracdo igual a 8 ratificando a

determinacao estrutural do composto 25d com férmula minima C,;H,ClO3.
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Figura 25. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 25d.

A preparacéo do produto 25f (vide entrada 6 da Tabela 1 na pagina 57) a partir
da reacdo com 1,2-ditioletano (38) foi especialmente desafiadora, uma vez que
tentou-se reproduzir a metodologia de substituicdo nucleofilica em agua descrita na
literatura, mas n&o foi obtido sucesso.*® Diversas modificacdes experimentais foram
tentadas a fim de se obter o produto 25f, tais como: uso de diferentes solventes
(agua, etanol, metanol e acetona), realizadas as reacdes a temperatura ambiente,
sob aguecimento e com refluxo; bases como Et3N e K,COj3 foram utilizadas, tempos
reacionais que variaram de 1 a 48 horas foram testadas, como pode ser visto na
Tabela 2. A utilizacdo de AgNOs foi realizada numa tentativa de aumentar a
eletrofilicidade do carbono C, do nucleo naftoquinénico mediante complexacéo do
fon Ag® com o atomo de cloro, facilitando a sua eliminagcdo na forma de AgCl

insoliivel no meio reacional,



Tabela 2. Metodologias testadas para a obtencédo de 25f.
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Tempo de

Entrada Solvente Temperatura ReacAo Base Catalisador Produto

1 H,O Ambiente 48h -

2 H,O Ambiente 12h EtsN 25e
3 H,O 50 °C 12h Et:N - 25e
4 H,O Ambiente 48h EtsN AgNO; 25e
5 H.O 50 °C 12h Et:N AgNO; 25e
6 H,O Ambiente 12h K,CO; 25e
7 CH3;0OH/ H,O Ambiente 48h - AgNO; 25e
8 CH3;OH/ H,O Ambiente 24h Et:N AgNO; 25e
9 CH3;OH/ H,O 65 °C 12h Et:N AgNO; 25e
10 C,HsOH/ H,0 Ambiente 48h - AgNO; 25e
11 C,HsOH / H,O Ambiente 24h Et:N AgNO; 25e
12 C,HsOH / H,O 78 °C 12h Et:N AgNO; 25e
13 (HsC),CO Ambiente 24h -

14 (H3C).CO/ H,O Ambiente 12h - 25f

Contudo, devido a moleza e a alta nucleofilicidade dos atomos de enxofre no

nucleodfilo 38 foi obtido sistematicamente o produto dissubstituido ciclizado 25e (vide

entrada 5 da Tabela 1 na pagina 57) proveniente de uma substituicdo nucleofilica

intramolecular (Figura 26).

Temperaturas acima da ambiente, assim como a

utilizacdo de base (Et3N), favoreceram a obtencdo deste produto. O composto

desejado 25f sO foi obtido quando a reacdo foi realizada numa mistura de

acetona/agua a temperatura ambiente sem base e com excesso do nucledfilo. Cabe

ressaltar que esta metodologia foi desenvolvida neste trabalho.
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Figura 26. Sintese do derivado naftoquindnico 25e e 25f.
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A caracterizagao estrutural de 25e por espectroscopia de infravermelho em KBr
mostrou uma banda em 2911 cm™ referente ao estiramento C-H dos metilenos do
substituinte, uma banda em 1641 cm™ e outra em 1587 cm™ devido ao estiramento
das ligacées C=0 e C=C, respectivamente, e uma banda em 694 cm™ que pode ser
atribuida ao estiramento da ligagdo C-S. Observa-se ainda a auséncia de qualquer
banda carateristicas da ligacao C-ClI, sendo outro indicio da ciclizagdo do produto.

A regido alifatica do espectro de RMN de 'H obtido para o derivado
naftoquinénico 25e (Figura 27) mostra apenas um singleto em 3,31 ppm carateristico
dos hidrogénios aliciclicos do produto. Na regido aromatica, tem-se 0s sinais dos

hidrogénios naftoquindnico em 8,07 ppm e 7,69 ppm.
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Figura 27. Expanséo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do composto 25e.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do ion protonado [C12HsO2S; + H]" com relacédo massa/carga m/z
= 249.0037 (erro = 0.23 ppm), o complexo [Ci12HsO>S, + Na]® com relagéo
massa/carga m/z = 274.9856 (erro = 0.16 ppm), do complexo [2(C12Hg0,S,) + Na]*

com relacdo massa/carga m/z = 518.9824 (erro = -0.06 ppm) e indice de



66

instauracdo igual a 9 ratificando a determinacdo estrutural do composto 25e com
férmula minima C1,HgO,S,.

O composto 25f apresentou bandas de absorc&o no infravermelho em KBr, em
3069 cm™ e 3028 cm™ referentes aos estiramentos das ligacdes C-H do anel
aromatico e em 2989 cm™ e 2928 cm™ referentes aos estiramentos das ligagcdes C-H
alifaticas da molécula. Apresentou, também, bandas em 1699 cm™, 1646 cm™ e
1588 cm™ atribuidas ao estiramento das ligagdes C=0, C=C conjugado a carbonila e
C=C aromatica, respectivamente. Observa-se ainda bandas de estiramento da
ligacdo C-Cl em 807 cm™ e da ligacdo C-S em 666 cm™.

No espectro de RMN de 'H do composto 25f (Figura 28) verificou-se um
multipleto em 3,50 ppm atribuido aos hidrogénios metilénicos do ditioletano. Na
regido aromatica foi observado o0s sinais caracteristicos dos hidrogénios da

naftoquinona em 8,20 ppm, 8,12 ppm e 7,82 ppm.
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Figura 28. Expansao do espectro de RMN de *H do composto 25f.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do ion protonado [C12HgClO,S, + H]" com relagdo massa/carga
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m/z = 284.9804 (erro = 0.30 ppm) e indice de instauracdo igual a 8 ratificando a
determinacao estrutural do composto 25f com férmula minima C;,HgClO,S..

Posteriormente, com o objetivo de se obter o composto monossubstituido a
partir da reacdo da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (25) com a 2-mercaptoetanol (39),
foi realizada a reacdo nas mesmas condi¢cdes reacionais otimizadas, conforme
descrito anteriormente, para a formacéo de 25f, contudo, foi obtido exclusivamente o
produto dissubstituido 25g (vide entrada 7 da Tabela 1 na pagina 57) proveniente de
uma dupla substituicdo nucleofilica intermolecular. Nenhum produto aliciclico foi
obtido, provavelmente, devido a maior dureza e menor nucleofilicidade da hidroxila
terminal presente no 2-mercaptoetanol.

O espectro de infravermelho de 25g em ATR mostrou uma banda alargada em
3278 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo O-H da hidroxila do mercaptoetanol.
Em 1654 cm™ e 1588 cm™ tem-se as bandas referentes ao estiramento das ligacdes
C=0 e C=C do nucleo naftoquindnico. A banda referente ao estiramento da ligacédo
C-OH, caracteristica de alcoois primarios foi registrada em 1137 cm™ e em 699 cm™
verificou-se a banda de deformacéo axial da ligacéo C-S.

A anélise do espectro de RMN de *H de 25g mostrou na regigo alifatica (Figura 29
na pagina 68) os sinais referentes aos hidrogénios metilénicos do mercaptoetanol
introduzidos nas posices C, e Cz do nucleo naftoquinénico. Os hidrogénios
metilénicos ligados a hidroxila apresentaram maiores deslocamentos quimicos,
sendo observados em 3,79 ppm. Em 3,42 ppm temos o sinal dos hidrogénios dos
carbonos ligados aos atomos de enxofre. Por fim, a regido alifatica ainda apresenta
em 2,71 ppm o sinal referente aos hidrogénio do grupo hidroxila.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do ion protonado [C14H1404S> + H]" com relagdo massa/carga
m/z = 309.0260 (erro = 0.30 ppm) e indice de instauracdo igual a 8 ratificando a

determinacao estrutural do composto 25g com formula minima C14H1404S>.
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Figura 29. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 25g.

Uma vez preparados os compostos monossubstituidos 25a-g, em seguida
foram testadas diversas metodologias para obter os respectivos produtos de
dissubstituicdo, usando como reacdo modelo a substituicdo nucleofilica de 25a com
a picolilamina (34) (Esquema 1). Entretanto, alteracbes das condi¢cbes reacionais
como a variagdo do solvente, temperatura e tempo de reacdo, assim como a

utilizacao de base e catalisadores, ndo se mostraram adequados para esta reacao.
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Entrada Solvente Temperatura Ti;gggé%e Base Catalisador Produto

1 CH3;0H Ambiente 1h Et;N - -

2 CH;0OH Ambiente 24h Et:N AgNO;

3 CH3OH 65 °C 24h Et;N AgNO3; Mistura complexa
4 C,HsOH Ambiente 24h EtsN AgNO; -

5 C,HsOH 78°C 24h Et;N AgNO3; Mistura complexa
6 H,O Ambiente 24h Et;N AgNO3; Mistura complexa
7 H,O 50 °C 24h Et;N AgNO; Mistura complexa
8 CH30OH/ H,0 50 °C 24h Et;N AgNO; Mistura complexa
9 C,Hs0OH / H,0 50 °C 24h EtsN AgNO; Mistura complexa
10 H,O Ambiente 24h Et;N AICl; -

11 H,O 50 °C 24h EtsN AICl3 -

12 H,O 50 °C 24h EtzN  CeCl3.7H,0 -

13 (H5C),CO 56 °C 72h - AICl3 -

14 H;CCN Ambiente 24h - AICl3 -

15 Hs;CCN Ambiente 12h - CeCly/Nal  Mistura complexa
16 Hs;CCN 82 °C 24h - CeCly/Nal  Mistura complexa
17 (HsC),CO 56 °C 24h - CeCls/Nal -

Esquema 1. Metodologias testadas para a obtencao do produto dissubstituido 40.

A dificuldade de realizar a segunda substituicio no composto 25a é
consequéncia da presenca de uma espécie doadora de elétrons, neste caso, uma
amina, capaz de aumentar a densidade eletrénica no anel da quinona, inibindo a
dissubstituicdo em condi¢cdes normais. O AgNO; foi adicionado numa tentativa de
aumentar a eletrofilicidade do carbono C3 do nucleo naftoquindnico (segundo sitio de
substituicdo) mediante complexac&o do ion Ag* com o atomo de cloro (Entradas 2-9
do Esquema 1) facilitando a sua eliminacdo na forma de AgCI insolivel no meio
reacional (Figura 30). Posteriormente foi utilizado o CeCls, acido de Lewis oxofilico a
fim de impor um efeito retirador de elétrons sobre o anel da quinona através da
complexacdo com a carbonila e com isso aumentar a eletrofilicidade de Cs,

facilitando o ataque do nucledfilo (Entrada 14 do Esquema 1).Tentou-se usar
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também o AICI3, acido de Lewis com afinidade por atomos de oxigénio e halogénio,
com o objetivo de diminuir a densidade eletronica do anel quindnico mediante
complexacdo com as carbonilas e ainda aumentar a habilidade do atomo de cloro
como grupo de saida através da sua coordenacdo com o atomo de aluminio do
acido de Lewis (entradas 10-13 do Esquema 1) Contudo, as duas metodologias se
mostram insatisfatérias. Por Ultimo tentou-se fazer a segunda substituicdo
nucleofilica nas condicbes de Finkelstein usando o Nal para substituir o atomo de
cloro remanescente pelo iodo, que € melhor grupo de saida (entradas 15-17 do

Esquema 1). Entretanto, os produtos dissubstituidos desejados nao foram obtidos.

+ CeC|3 -
0) = 0]
H H
NVQ L N\/Q
N N
(T (LI
A CH-AgNO3 T | Cl
O ® O+
CI3Ce"

Efeito da adicao de AGNOs  ereitg da adicso CeCly Efeito duplo da adicio AICI;
oxofilico

Figura 30. Efeito eletrénico esperado sob o derivado naftoquinénico 25a ao utilizar AQNO3, CeCl; e
AICls.

Diante dos insucessos descritos anteriormente para as reagcbes usando a
picolilamina como nucledfilo, foi estudado também a reacdo de substituicdo
nucleofilica entre o composto 25a e o 1,2-ditioletano (38), um nucledfilo sulfurado,
mais nucleofilico do que a picolilamina. Para tal, tentou-se diferentes condicGes
reacionais, conforme descrito no Esquema 2. Quando a reacao foi processada sob
aguecimento, o produto obtido foi sempre o ciclizado 25e, provavelmente por um
processo de substituicdo nucleofilica do atomo de cloro com subsequente
substituicdo intramolecular da picolilamina. Quando a reacdo foi realizada a
temperatura ambiente, o material de partida ndo foi consumido e a utilizacdo de
trietilamina como base mostrou-se inadequada ja que a formacdo do produto

ciclizado foi favorecida novamente.
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Entrada Solvente Temperatura TeRr::;ége Base Catalisador Produto

1 H,O Ambiente 24h - - -
2 H,O Ambiente 24h EtsN - 25e
3 H,O Ambiente 24h EtsN AgNO; 25e
4 H.O 50 °C 24h Et;N AgNO; 25e
5 H,O 100 °C 24h EtzN AgNO; 25e
6 CH3;0H/ H,O Ambiente 72h Et;N AgNO; 25e
7 CH3;OH/ H,0 65 °C 24h EtzN AgNO; 25e
8 C,HsOH / H,O 50 °C 24h EtzN AgNO; 25e
9 C,HsOH/ H,0O 78 °C 24h Et:N AgNO; 25e

10 (H3C),CO/ H,0 Ambiente 48h - - -

Esquema 2. Metodologias testadas para a obtencdo de 41 a partir do produto monossubstituido 25a
com 1,2-etanoditiol (38).

4.2 ReacbGes de substituicdo nucleofiica com a 2-metoxi-1,4-
naftoquinona

Considerando que um dos objetivos deste trabalho é avaliar a importancia dos
substituintes nas posicbes C, e Cz do nucleo naftoquinbnico para a atividade
antineoplasica em linhagens de células de cancer humano foi realizado nesta etapa
do trabalho reacdes de substituicdo nucleofilica na 2-metéxi-1,4-naftoquinona (32)
para obtencdo de derivados 1,4-naftoquinénicos contendo substituintes apenas na
posicdo C, e, consequentemente, hidrogénio no carbono Cs. A correlacdo da
estrutura/atividade destes compostos com os monossubstituidos 25a-d e 25f, e os
dissubstituidos 25e e 25g derivados da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona nos permitira
avaliar a importancia do atomo de cloro, bem como da substituicdo do carbono C3 do

nacleo naftoquinénico.
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Inicialmente a 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) foi sintetizada através da
metilacdo da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (42), sob aquecimento, em meio metandlico
contendo acido cloridrico, conforme descrito na literatura (Figura 31).%> O produto foi
obtido como um sdlido amarelo claro em 73% de rendimento apoés recristalizagdo em

agua com ponto de fusdo igual 180-182 °C (P.f. da literatura = 183°C).

o) o)
(Y ) e oy
65 °C
o) o)
42 32 73%

Figura 31. Preparacéo da 2-metoxi-1,4-naftoquinona.

O espectro de RMN de 'H obtido para este composto apresentou sinais
condizentes com os descritos na literatura®, onde foram observados dois singletos,
um em 3.92 ppm referente aos hidrogénios metilicos da metoxila e outro em 6.19
ppm correspondente ao atomo de hidrogénio do carbono C3; do nucleo
naftoquindnico (Figura 32). Os hidrogénios caracteristicos do anel aromético da
naftoquinona apresentaram deslocamentos quimicos iguais a 7.74 ppm e 8.11 ppm.
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Figura 32. Espectro de RMN de 'H do composto 32.
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Em seguida, foram realizadas as reacfes de substituicdo nucleofilica na 2-
metoxi-1,4-naftoquinona (32) usando as aminas primérias picolilamina (34), 1,3-
diaminopropano (35) e 2-aminoetanol (36). As condi¢cdes reacionais para a
preparacdo das respectivas 1,4-nafoquinonas substituidas no carbono C, séo

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Sintese dos produtos 32a-c a partir da 2-metoxi-1,4-naftoquinona 32.

Entrada Nucledéfilo Solvente Base Tempo Produto Rend.

=z
4 L)
N \N
1 34 MeOH EtzN 24h 58%

O 32a

)

H
N__~_NH;,
2 35 MeOH EtsN 24h O‘ 80%

O 32b

2 H

3 36 MeOH EtsN 32h O‘ 83%

O 32

Os compostos 32a (Entrada 1 da Tabela 3) e 32c (Entrada 3 da Tabela 3) séo
descritos na literatura e foram preparados anteriormente por adicdo oxidativa de
Michael com a 1,4-naftoquinona e o respectivo nucledfilo, usando metanol ou etanol
como solvente, oxigénio como agente oxidante e excesso do nucledfilo no caso de
32c.”%™* Neste trabalho, os mesmos compostos foram preparados com rendimentos
de 58% e 83%, respectivamente, por substituicdo nucleofilica da metoxila da 2-
metoxi-1,4-naftoquinona (Figura 33).

@) '/\ o H, O H
@
OCHj N -R N—R
(L d™ wien o (O oo =222 (]
CO @O;‘> O

Figura 33. Mecanismo de substituicdo nucleofilica da 2-metoxilausona.
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O composto 32b inédito (Entrada 2 da Tabela 3) foi sintetizado seguindo a
mesma metodologia, mas utilizando 1,3-diaminopropano como nucleofilo e metanol
como solvente a temperatura ambiente.

A caracterizacdo estrutural de 32a por espectroscopia de infravermelho
mostrou bandas caracteristicas em 3067 cm™, 3061 cm™ e 3049 cm™ caracteristicas
dos estiramentos das ligagdes C-H na molécula. Observou-se também bandas em
1677 cm™ devido & deformacdo axial C=O, em 1607 cm™ correspondente a
deformacdo axial da ligacdo C=C conjugada a carbonila, em 1593 cm™
correspondente a deformacBes axial C=C de anel aromatico, em 1569 cm™
caracteristico da deformacdo angular da ligacdo N-H e, finalmente, uma em 1295
cm™ resultante do estiramento da ligacdo C-N.

O espectro de RMN de 'H (Figura 34) do composto 32a mostrou um dubleto
em 4,49 ppm atribuido aos hidrogénios metilénicos da picolilamina. Um singleto em
5,78 ppm foi observado, sinal que corresponde ao hidrogénio metilico da quinona
(Hg), outro singleto largo foi observado em 7,16 ppm, atribuido ao hidrogénio em -NH
do substituinte. Os sinais em 8,63, 7,63, 7,29 e 7,26 ppm correspondem aos

hidrogénios do anel piridinico.
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Figura 34. Expans&o do espectro de RMN de *H do composto 32a.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do ion protonado [C16H12N>0, + H]" com relagdo massa/carga
m/z = 265.0971 (erro = 0.29 ppm) e indice de instauracdo igual a 12 ratificando a
determinacao estrutural do composto 32a com formula minima C1gH12N205 .

O composto 32b forneceu um espectro na regiao do infravermelho com bandas
em 3392 cm™ e 3353 cm™, caracteristicas da deformacéo axial N-H, e em 1569 cm™
correspondente a deformacdo angular N-H. Pode ser observada também uma banda
em 1672 cm-* correspondente ao estiramento C=O e em 1632 cm™ e 1596 cm™
devido ao estiramento C=C conjugado a carbonila e C=C aromatico,
respectivamente. Por fim, em 1242 cm™ observa-se a deformacéo axial da ligacdo
C-N.

A andlise do composto 32b por RMN de *H, assim como seu analogo 25b, foi
dificultada devido a baixa solubilidade do produto nos solventes mais comuns
utilizados em RMN, como por exemplo, CDCl; e DMSO-d. Entretanto, pdde-se
confirmar a estrutura do produto através dos sinais da regido alifatica (Figura 35 na

Pagina 76). Observou-se um singleto alargado em 5,91 ppm correspondente ao His
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da amina secundaria do grupo diaminopropano e um singleto em 5,76 ppm referente
ao hidrogénio Hg ligado ao carbono C3; do nucleo naftoquindnico. Os sinais em 3,35
ppm, 2,11 ppm e 1,25 ppm correspondem aos hidrogénios metilénicos Hi4, His € Hig
no substituinte. Por fim, na regido aromatica, os sinais em 8,10 ppm, 8,05 ppm, 7,74
ppm e 7,63 ppm foram atribuidos aos hidrogénios do anel aromético da
naftoquinona.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do ion protonado [C13H14N>O, + H]" com relagdo massa/carga
m/z = 231.1126 (erro = 0.44 ppm) e indice de instauracdo igual a 8 ratificando a

determinacao estrutural do composto 32b com férmula minima C13H14N20; .
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Figura 35. Expanséo da regido alifatica do espectro de RMN de 'H do composto 32b.

A estrutura do produto 32c foi caracterizada por espectroscopia de
infravermelho em ATR cujas bandas em 3338 cm™ e 1551 cm™ referem-se ao
estiramento axial e angular da ligacdo N-H. Em 3058 cm™ observam-se as bandas
de estiramento das ligacdes C-H aromaticas, e em 2935 cm™ e 2913 cm™ bandas de
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estiramento das ligacdes C-H alifaticas. Observa-se também bandas de deformacao
axial da ligagdo C=0 e C=C em 1673 cm™ e 1590 cm™, respectivamente. A banda
referente ao estiramento da ligacdo C-N pode ser identificada em 1218 cm™ e a
banda de estiramento C-OH, caracteristica de alcoois primarios € registrada em
1071 cm™.

O espectro de RMN de *H do composto 32c mostra na regido alifatica (Figura
36) um singleto alargado em 6.22 ppm correspondente ao hidrogénio -NH do
substituinte e outro singleto em 5,77 ppm referente ao hidrogénio Hg ligado ao
carbono C3; do nucleo naftoquinénico. Em 3,93 ppm e 3,37 ppm foram observados
dois duplos-dubletos referentes aos hidrogénios His e Hi4, respectivamente do grupo
aminoetanol. Por fim, em 1,79 ppm observou-se um tripleto alargado referente a

hidroxila do substituinte.
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Figura 36. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 32c.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presencga do complexo [C1,H1:NOs + Na]* com relagdo massa/carga m/z =
240.0628 (erro = 1.45 ppm), do complexo [2(Ci2H1:NO3) + Na]® com relagéo

massa/carga m/z = 457.1364 (erro = 1.24 ppm) e indice de instauracao igual a 8
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ratificando a determinacdo estrutural do composto 32c com formula minima
C12H11NOs3.

A reacdo da 2-metoOxi-1,4-naftoquinona também foi testada com os nucledfilos
sulfurados (38) e (39), entretanto, diferentemente do que foi observado com os
nucledfilos nitrogenados, estas reagdes nao formaram os produtos de substituicdo
esperados. Varias condigbes reacionais foram testadas conforme descrito nos
Esquemas 3 e 4.

Na primeira tentativa de realizar a reacao entre o ditioletano (38) e a 2-metoxi-
1,4-naftoquinona (32) em metanol a temperatura ambiente, o material de partida foi
recuperado na integra (entrada 1 do Esquema 3).

o) o)
OCH, S
LY e o
38

O 32 O 43
Entrada Solvente Temperatura Base Produto

1 MeOH Ambiente - -

2 MeOH Ambiente EtsN 25e

3 Acetona/Agua Ambiente - Mistura complexa

4 Acetona Ambiente Et;N 25e

5 Acetona Ambiente K>,COs 25e

6 Acetona Ambiente NaHCO; 25e

Esquema 3. Metodologias testadas para obtencao de 43 a partir da 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32).

Quando utilizou-se uma mistura dos solventes acetona/agua (entrada 3 do
Esquema 3), apos longo tempo reacional (5 dias) o material de partida nao foi
totalmente consumido e uma mistura complexa de produtos foi formada. Neste caso,
a agua pode estar funcionando como solvente e como catalisador &cido’? fazendo
com que parte do material de partida sofra, por exemplo, reacdo de adicdo de
Michael oxidativa e adi¢cdo nucleofilica na carbonila (Figura 37 — parte A). Contudo,
longos tempos reacionais favorece a formacgao de subprodutos oriundos de reacdes
colaterais que podem ser: reacdo de adicdo Michael intra- e intermolecular oxidativa
ou nao, processos oxidativos e reacfes de substituicdo nucleofilica (Figura 37 —
parte B).”®
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Figura 37. Possiveis reagfes colaterais entre a 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) e o 1,2-ditioletano
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(38).

Nas reacdes usando bases (entradas 2, 4, 5 e 6 do Esquema 3) o produto
ciclizado 25e foi exclusivamente formado. Provavelmente, o nucledfilo bidentado
primeiro reagiu substituindo a metoxila do substrato e, em seguida, ocorreu uma
adicdo de Michael oxidativa intramolecular (Figura 38). E possivel que o aumento da
reatividade do nucledfilo se deva a formacdo do anion tiolato obtido pela reacéo

entre o ditioletano e uma base, como, por exemplo, a trietilamina.”

S] SH ®
fg N + Et;NH

HS/\/SH + Et3N
38

C

o) o) o
OCH; o S +EtN S
SO e — O™ OO
HS oS
O

(0]
O 32 o
+ CH3OH
3 l+Et3NH
o OH oH
S
O —— () — L)
S Naftoquinona S S
0]
0] 25¢ OH

Figura 38. Reacao entre a 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32) e o 1,2-ditioletano (38) em meio basico.

Cabe ressaltar que todas as tentativas de purificacdo da mistura de produtos
formada nas reacfes anteriormente descritas por cromatografia em coluna, usando
gel de silica como fase estacionaria se mostraram infrutiferas, pois, provavelmente
ocorreu degradagdo do produto bruto mesmo quando a acidez da silica foi
neutralizada com trietilamina.

AplOs as tentativas frustradas de substituir a metoxila da 2-metoxi-1,4-
naftoquinona com o 1,2-ditioletano, tentou-se fazer a reacdo com a 2-mercaptoetanol
(39), pois, este nucledfilo apresenta apenas um atomo de enxofre altamente
nucleofilico em sua estrutura o que deve desfavorecer, pelo menos em teoria, a

formacédo do produto ciclizado. Mais uma vez, varias metodologias foram testadas
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conforme mostrado no esquema 4.

O O
SOMEL Cr
' 39 >
© 32 O 44
Entrada Solvente Temperatura Catalisador/Base Produto

1 MeOH Ambiente - Mistura complexa
2 MeOH Ambiente K,CO3 Mistura complexa
3 Acetona Ambiente - -
4 Acetona 60 °C - Mistura complexa
5 Acetona/Agua  Ambiente - -
6 Acetona/Agua 60 °C - Mistura complexa
7 Acetona Ambiente Et;N Mistura complexa
8 Acetona Ambiente K>CO3 Mistura complexa
9 Acetona Ambiente NaHCO; Mistura complexa
10 DMSO Ambiente K,CO3 Mistura complexa

Esquema 4. Metodologias testadas para obtencao de 44 a partir da 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32).

As metodologias testadas foram semelhantes aquelas utilizadas para o 1,2-
ditioletano (38), e os resultando n&o foram diferentes dos observados anteriormente,
onde uma mistura complexa de produtos sempre foi obtida. O material de partida foi
totalmente consumido apenas nas reacfes onde se utilizou metanol ou acetona
como solvente e base (entradas 2, 7 - 9 do Esquema 4).

Como a 2-mercaptoetanol (39) apresentava menor chance de uma reacdo
intramolecular, a influéncia da temperatura também foi testada nos casos onde a
reagdo ndo se completava (entradas 4 e 6 do Esquema 4), porém novamente o
produto desejado nao foi obtido.

Considerando que é descrito na literatura reacdes de substituicdo nucleofilica
em derivados naftoquinbnicos halogenados com nucledfilos contendo enxofre
acredita-se que a menor reatividade da 2-metoxi-1,4-naftoquinona frente a estes
nucleofilos se deva ao fato de a metoxila ser um grupo de saida pior do que o0s
halogénios.*® Com isso, longos tempos reacionais S80 necessarios para que a
reacdo comece a se processar propiciando a ocorréncia de reacdes colaterais
indesejaveis e ainda a degradacéo do material de partida.
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Outro ponto a se destacar é o fato de que as reacdes de substituicdo na 2-
metoxi-1,4-naftoquinona com nucledfilos nitrogenados foram mais eficientes do que
as reacdes com nucledfilos sulfurados. Essa diferenca pode ser explicada pela teoria
de Pearson onde o enxofre, um atomo com elevada polarizabilidade, € um nucleofilo
mole e tende a reagir por adicdo de Michael com o atomo de carbono C3 do nucleo
naftoquindnico da 2-metoxi-1,4-naftoquinona, visto que a metoxila aumenta a
concentracdo de carga no atomo de carbono C, por efeito mesomérico, tornando-o
mais duro do que o carbono C3. Em contrapartida, nucleofilos nitrogenados tendem a
reagir por substituicdo nucleofilica no &tomo de carbono C; duro, com subsequente
eliminacdo da metoxila, por se tratar de espécies mais duras do que as sulfuradas.

4.3 Reacdes de adicao oxidativa 1,4 tipo de Michael com a 1,4-
naftoquinona

Além da substituicdo nucleofilica da 2-metoxi-1,4-naftoquinona para obtencédo
de compostos 1,4-naftoquinbnicos substituidos no carbono C,, algumas
metodologias descritas na literatura utilizam a adicdo oxidativa de Michael com a
1,4-naftoquinona (24). De acordo com o mecanismo proposto (Figura 39) apés o
ataque do nucledfilo ao carbono C, da 1,4-naftoquinona, a dupla ligacao € deslocada
e 0 atomo de oxigénio da carbonila recebe um par de elétrons formando o
intermediario 45. Apdés a ocorréncia de prototropismo, tém-se a protonacdo do
oxigénio da carbonila reduzida e a formacéo da hidroquinona (46) e (47). A oxidacéo
de 47 na presenca de oxigénio molecular ou excesso de 24 resultard em 48.

ol Gl ool

Figura 39. Mecanismo de adic&o oxidativa tipo Michael na 1,4-naftoquinona.

As metodologias descritas na literatura realizam a adicédo oxidativa de Michael
na 1,4-naftoquinona com aminas, em geral aromaticas, por serem mais moles do
que as aminas alifaticas devido a conjugacdo do par de elétrons ndo ligante do
nitrogénio com os orbitais p dos atomos de carbono adjacentes do anel benzénico.
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Normalmente sdo empregados sais de Cério (IIlI), Cobre (Il), Niquel (II) ou Ouro(lll)
como agentes oxidantes. Os produtos obtidos nestas reagbes apresentam
rendimentos que variam de moderados a bons quando aminas primarias,
secundarias, alifaticas e aromaéticas s&o utilizadas.**% 747

Estudos publicados por Ji e colaboradores, e Garden e colaboradores,
demonstram que os melhores catalisadores para realizar a reacdo de adicdo de
Michael oxidativa na 1,4-naftoquinona com aminas sdo iodo e acetato de cobre,
onde este Ultimo vem sendo amplamente utilizado.”"

Os ions cobre (Il) sdo conhecidos por oxidar as hidroquinonas as respectivas
quinonas. Na Figura 40, a adicdo de Michael de um nucleéfilo (Nu-H) a 24 pode ser
facilitada pela protonacdo de 24 ou pela complexacdo entre 24 e o fon Cu". No
segundo caso, o complexo de cobre e a hidroquinona resultante (50) pode (i)
interagir diretamente com o oxigénio molecular para produzir a quinona ou pode (ii)
sofrer oxidacdo monoeletronica para formar (51), onde as espécies Cu' resultante é,
entdo, reoxidado a Cu" pelo oxigénio molecular. O oxigénio pode ser eventualmente
reduzida a agua, o que pode ocorrer através da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), sendo a presenca do sal de cobre também util para eliminar estas

espécies.
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Figura 40. Mecanismos da adi¢&o oxidativa de Michael.
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Em contrapartida, trabalhos recentes descrevem metodologias mais simples

para essa reacao, sem a necessidade de um metal que promova a adi¢cédo oxidativa

na quinona, empregando como solvente metanol, etanol, etanol/agua, ou mesmo,

apenas agua.*®48 780

Desta forma, em uma ultima tentativa de se obter os derivados naftoquinénicos

substituidos nas posicoes C, e Cg, testou-se a adicao oxidativa da picolilamina (34)

ao produto monossubstituido 32a utilizando varias metodologias descritas na
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literatura (Esquema 5). Entretanto, todas se mostraram ineficazes visto que nenhum
produto foi formado (Entradas 1-3, 7 e 8, Esquema 5) ou uma mistura complexa de
produtos foi obtida (Entradas 4-6, Esquema 5).

O = o H =
H | N |
N N . . \N
N H,N Xy, Adigéo Oxidativa
+ | >
N~ N A
34 H |
O 32a O N _~
40
Tempera )
Entrada Solvente . Catalisador/Base Produto
ura
1 H,O 50 °C - -
2 DMF 56 °C K,CO3 -
3 Acetona 56 °C K,CO4 -
4 AcOH 75°C Cu(OAC),.H,0 Mistura complexa
5 EtOH 75°C Cu(OAC),.H,0 Mistura complexa
6 EtOH 78 °C CeCl;.7H,0 Mistura complexa
7 EtOH 78 °C K,CO3 -
8 EtOH:CH,Cl, (4:1) Ambiente - -

Esquema 5. Metodologias de adicdo oxidativa testadas para obtencéo de 40.

A primeira metodologia testada (entrada 1 do Esquema 5), descrita por Yadav e
colaboradores é uma das mais simples dentre as descritas na literatura. Neste
trabalho os autores fizeram reacBes de adicdo 1,4 oxidativa entre aminas e
compostos 1,4-naftoquinbnicos empregando apenas agua como solvente e a
oxidacao final da reacdo é promovida pelo oxigénio molecular do meio.®

Outra metodologia simples foi empregada por Huang e colaboradores onde
preparou-se tioéteres de coroa derivados da 1,4-naftoquinona substituida na posi¢éo
C, em reacgdes utilizando DMF, Ce,COj3; e nucledfilos sulfurados com rendimentos
moderados.”’ Esta metodologia foi testada utilizando acetona e DMF como solvente
(entrada 2 e 3 do Esquema 5).

A utilizagdo dos agentes oxidantes Cu(OAc),.H,O e CeCl3.7H,0 é descrita na
literatura como sendo eficiente para a adicdo oxidativa com aminas aromaticas.**%®
As metodologias testadas com esses sais (entrada 4-6, Esquema 5) produziram uma
mistura complexa de produtos de dificil tratamento.

Em 2009, Tandon e colaboradores descreveram a sintese do produto de adi¢cao

oxidativa da 1,4-naftoquinona com uma amina primaria, utilizando etanol em refluxo



86

com K,CO3.* Tentou-se reproduzir as mesmas condicdes reacionais na nossa
reacado de interesse (entrada 5 do Esquema 5) mas o produto desejado néo foi
obtido.

Testou-se a metodologia descrita por Salmon-Chemin e colaboradores, na qual
empregou-se uma mistura de etanol/diclorometano (4:1) e excesso da amina
(entrada 8 do Esquema 5).*° Mais uma vez o produto de interesse n&o foi obtido.

Por fim, tentou-se utilizar a reacdo de Michael oxidativa para preparar 0s
derivados naftoquinénicos monossubstituido da 1,4-naftoquinona com os nucleofilos
sulfurados 1,2-etanoditiol (38) e mercaptoetanol (39) que ndo puderam ser obtidos
por substituicdo nucleofilica da 2-metoxi-1,4-naftoquinona (32).

Na primeira reacdo testada, empregou-se a 1,4-naftoquinona (24) e o 1,2-
etanoditiol (38) (Esquema 6). Com a metodologia usando 4gua como solvente e
oxigénio molecular como agente oxidante (entrada 1 do Esquema 6), o material de
partida foi completamente recuperado. As metodologias testadas em seguida
(entrada 2-4 do Esquema 6) formaram mais uma vez uma mistura complexa de
produtos e o composto desejado ndo pode ser isolado. Provaveis produtos que

constituem esta mistura foram mostrados na Figura 37 da pagina 78.

0 0
S
O‘ HS/\/SH Adicéo Oxidativa \/\SH
+ >
38

240 O 43
Entrada Solvente Temperatura Catalisador Produto
1 H,O 50 °C - -
2 (CH5),CO Ambiente - Mistura complexa
3 AcOH 75°C Cu(OAC),.H,0 Mistura complexa
4 EtOH 75°C Cu(OAC),.H,0 Mistura complexa

Esquema 6. Metodologias de adicdo oxidativa testadas para obtencdo de 43.

Com a impossibilidade de formar o produto desejado a partir da reagcdo com o
1,2-ditioletano, foi realizada a reacdo com o 2-mercaptoetanol (39), seguindo
metodologias semelhantes as descritas anteriormente (Esquema 7). Quando utilizou-

se Cu(OAc),.H,0 (entradas 2 e 3, Esquema 7), uma mistura complexa de produtos
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foi formada da qual nédo foi possivel isolar o produto desejado.
Quando utilizou-se acetona como solvente e sem catalisador, a reacéo
terminou em aproximadamente 30 minutos. Apos purificacdo do produto bruto por

coluna cromatografica obteve-se um solido amarelo com 77% de rendimento.

0O 0O
S
(L= o
+ >
39

24 O O 44
Entrada Solvente Temperatura Catalisador Produto
1 (CH3),CO Ambiente - 44
2 AcOH 75°C Cu(OAc),.H,O  Mistura complexa
3 EtOH 75°C Cu(OAc),.H,O  Mistura complexa

Esquema 7. Metodologias de adicdo oxidativa testadas para obtencéo de 44.

O espectro de infravermelho do composto 44 inédito mostrou uma banda
alargada em 3223 cm™ atribuida ao estiramento O-H, e bandas em 2923 cm™ e
2852 cm™ referentes ao estiramento das ligacdes C-H alifaticas. Em 1666 cm™ tém-
se a banda de estiramento da ligacdo C=0, e em 1650 cm™ e 1588 cm™ as bandas
referentes ao estiramento das ligacées C=C conjugado a carbonila da naftoquinona
e C=C de anel aromatico, respectivamente. A banda referente ao estiramento C-OH,
caracteristica de alcoois primarios foi registrada em 1121 cm™, e a ligagéo C-S pode
ser identificada pela banda de estiramento em 666 cm™.

O espectro de RMN de H do composto 44 apresentou na regido alifatica
(Figura 41) um singleto em 6,71 ppm referente ao hidrogénio metilico Hg da
naftoquinona, um duplo-dubleto e um tripleto em 3,98 ppm e 3,10 ppm,
respectivamente, atribuidos aos hidrogénios metilénicos do mercaptoetanol, sendo
os ligados ao carbono vizinho a hidroxila o mais desblindado. Por fim, o singleto em
2,06 ppm corresponde ao hidrogénio da hidroxila do substituinte. A regido aromatica

apresenta sinais caracteristicos dos hidrogénios da naftoquinona em 8,09 e em 7,74

ppm.
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Figura 41. Expansao da regido alifatica do espectro de RMN de *H do composto 44.

No espectro de massas foi detectado por ionizagdo da amostra no modo
positivo a presenca do complexo [C12H1003S + Na]* com relagdo massa/carga m/z =
257.0244 (erro = -0.28 ppm), do complexo [2(C12H100sS) + Na]® com relacéo
massa/carga m/z = 491.0596 (erro = -0.57 ppm) e indice de instauracao igual a 8
ratificando a determinagdo estrutural do composto 44 com férmula minima
C12H1003S.

4.4 Atividade antineopléasica in Vitro

Nosso laboratério tem se esmerado ao longo dos ultimos anos na sintese e
avaliacdo anticancer de vérios derivados naftoquinona em varias linhagens de
células tumorais humanas, como cancer de pulmao H460 e A549, de ovério A2780,
MDA-MB-231 e leucemia promielocitica HL-60.

Neste trabalho, ensaios de citotoxicidade in vitro dos compostos sintetizados
25a-25g, 32a-c e 44 foram realizado em trés linhagens de células de cancer
humanos: H460 (cancer de pulmao), A2780 (carcinoma epitelial do ovario) e MDA

MB-231 (cancer de mama negativo triplo) através de um ensaio colorimétrico
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normalizado (MTT)® para estimar os valores de ICso, isto €, a concentracdo do
farmaco que provoca a inibicdo de 50% do crescimento celular apés um periodo de
tempo pré-determinado da cultura de células exposto ao composto teste. Os valores
de ICso foram obtidos através de uma curva dose-resposta. Como controle positivo
dos experimentos, as linhagens de células foram tratadas com o0s agentes
quimioterapicos rotineiramente prescritos na clinica médica, como etoposideo e a
cisplatina para o cancer de pulmdo H460, doxorrubicina e paclitaxel para o
carcinoma epitelial de ovario A2780 e ainda a cisplatina e o paclitaxel para o cancer
de mama triplo negativo MDA MB-231. Os resultados obtidos s&o apresentados na

Tabela 4, cujas concentragdes foram expressas em concentracdo molar.

Tabela 4. Valores de ICg, para linhagens de cancer de pulméo (H460), mama triplo-negativo (MDA-
MB-231) e ovario (A2780).

ICs0 [M]
Composto
H460 MDA-MB-231 A2780
Cisplatina 8,586 x 10” - 4,01x10°
Vinblastina 8,670 x 10° - -
Etoposidio 3,441 x 107 - -
Doxorrubicina - 1,7x10™ -
Paclitaxel - 1x10° 1,36 x 10°
25a 1,960 x 10™ - 3,04 x 10™
25b 5,008 x 10™ 8,6x10™ 2,43 x 10™
25¢ 1.293 x 10™ 2,13x10"° 6,29x10°
25d 2.292 x 10™ 6,08x10° 4,97x10°
25e 1,861 x 10™ 1,1x10° -
25f 3,048 x 10° 1,3x10™ 3,38 x 107
25¢ 4,410 x 10° 4,28x10° 2,68 x 10°
32a 7,595 x 10 9,4x10™ 2,77 x 10°
32b 6,635 x 10™ 7,8x10™ 1,91 x 10°
32¢ 2.334x 10™ - -

44 4.24 x 10°® 1,603x10° 3,89x10°°
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A partir destes dados, pOde-se observar que o composto inédito 44 foi
aproximadamente dez vezes mais potente do que o etoposideo, farmaco de controle
mais potente para o cancer de pulmdo H460. JA os compostos 25f e 25g
apresentaram atividades citotoxicas semelhantes aos controles. Assim, a relacdo
estrutura atividade dos compostos sintetizados para esta linhagem de célula mostra
gue €é importante a presenca de substituintes contendo atomo de enxofre no carbono
C, do nucleo naftoquinénico e que a substituicdo do carbono C3 € menos importante,
visto que o compostos 44, mais ativo, possui um atomo de hidrogénio nesta posicao.
E possivel que este carbono esteja funcionando como aceptor de Michael na adig&o
nucleofilica do atomo de nitrogénio N; da guanina do DNA (Figura 42), além dos
provaveis mecanismos de acdo, como por exemplo, geracdo de ROS, inibicdo de
topoisomerase e intercalagio com o DNA, caracteristicos de compostos

naftoquindnicos.
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Figura 42. Proposta mecanistica para a alquilagdo da guanina do DNA.
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A consequéncia da alquilagdo do DNA é a alteracdo do pareamento normal das
bases do DNA entre adenina-timina e guanina-citosina (pares de bases Watson-
Crick).%? Por exemplo, as trés ligaces de hidrogénio normalmente presentes na
interacdo entre a guanina e a citosina requerem a existéncia de um grupo carbonila
na posicdo purina Ce (Figura 43). Devido a alquilacdo do atomo de nitrogénio N7 da
guanina, é criada uma carga positiva neste centro, que estd adjacente a carga
parcial positiva no carbono Cg devido a deficiéncia de elétrons do carbono da
carbonila, deslocando o equilibrio tautomérico da guanina para a forma mais estavel
contendo uma hidroxila na posicédo 6. Esta mudanca na forma tautomérica converte
0S grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio em doadores e vice-versa. Esta
alteracdo provoca um enfraquecimento na interacdo entre a guanina e a citosina,
pois, agora somente duas ligacbes de hidrogénio sdo estabelecidas entre essas
bases. De forma oposta, o pareamento entre a forma 6-hidroxi da guanina com a
timina leva a um complexo mais estavel (trés ligacbes de hidrogénio) e por isso,

ocorre uma alteracdo no pareamento normal levando a mutac&o guanina timina.
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Figura 43. Alteracdo do pareamento das bases nitrogenadas do DNA ap0és alquilagéo.
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Finalmente, a atividade in vitro do composto 44 nesta linhagem de cancer
sugere que ele pode vir a ser uma alternativa mais eficiente para a estratégia
terapéutica no combate ao cancer de pulmdo, uma doenca com alta taxa de
mortalidade.

Para a linhagem de céancer de mama triplo-negativo (MDA-MB 231), todos os
compostos sintetizados foram menos eficientes do que o paclitaxel, no entanto, mais
uma vez o composto 44 foi o0 mais potente dentre eles. Deve-se notar também que o
composto 25c, contendo nitrogénio da etanolamina na posicdo C, da naftoquinona,
teve a segunda maior atividade entre os compostos sintetizados. Estas observacoes
sdo de interesse clinico notavel, pois, o cancer de mama triplo negativo ainda
desafia a Medicina devido as baixas taxas de sobrevida global. Isto é causado, em
parte, pela recidiva de clones resistentes, apesar da resposta inicial a quimioterapia
ser satisfatoria, conduzindo assim a um baixo indice de sobrevivéncia.

A triagem in vitro para o cancer de ovario (A2780) mostrou que 0 composto
inédito 44 e também 25g foram dez vezes mais potentes do que o paclitaxel e a
cisplatina. Os derivados naftoquinbncos sintéticos nitrogenados 32a e 32b que é
inédito exibiram atividades semelhantes ao paclitaxel e maior do que a cisplatina.
Em geral, e como ja mencionado, estes resultados também séo de grande interesse
clinico, pois, as células de cancer de ovario sao refratarias ou adquirem fenétipo de
resisténcia aos quimioterapicos usados na clinica médica, sendo por isso, a sua
segunda causa mais frequente de mortes relacionadas ao cancer ginecolégico no
mundo.

Em geral, pdde-se notar que os compostos com grupos alquilicos alifaticos
contendo um atomo de enxofre no atomo de carbono C, do nucleo da naftoquinona,
sdo mais potentes no tratamento das linhagens de cancer humana testadas do que
agueles contendo atomos de nitrogénio. Outro ponto a salientar € que os compostos
mais ativos contendo substituintes sulfurados na posicdo C, do nucleo da
naftoquinona possuem os grupamentos -OH ou —SH terminais na cadeia alquilica.
Quanto a substituicdo do carbono C; acredita-se que ela diminua a atividade
biologica frente as linhagens de células testadas, visto que, o composto 44, mais
ativo, ndo possui substituinte nesta posicdo. Ainda assim, outros compostos
contendo diferentes substituintes nesta posi¢cao, como por exemplo, o 25c, 25f e 259
apresentaram atividades relevantes dificultando qualquer conclusdo acerca da

natureza ideal do substituinte para esta posicao.



93

4.5 Estudos de Docking
Estudos de docking foram conduzidos, a fim de analisar a conformacédo e a
energia de interacao entre 0s compostos mais ativos 25c, 25f, 259 e 44, e possiveis

889 como as enzimas PI3K e

alvos terapéuticos descritos na literatura,
topoisomerase Il através do software AutoDock Vina.®’

A estrutura cristalina da PI3K e topoisomerase Il foram obtidas no Protein Data
Bank (PDB) com coédigos 1E7U (estrutura elucidada por difracdo de raios-X com
resolucdo de 2.00 A) e 1QZR (estrutura elucidada por difracdo de raios-X com

resolucéo de 1.90 A), respectivamente (Figura 44).
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Figura 44. Estrutura cristalina das enzimas PI3K (1E7U) e topoisomerase Il (1QZR).

Inicialmente as proteinas PI3K e topoisomerase |l e 0S seus respectivos
ligantes Wortmannin e Dexrazoxano, foram preparados de acordo com o protocolo
descrito na literature.®” Em seguida, caixas com dimensdes 18x10x12A e
coordenadas x = 23.426, y = 62.986 and z = 20.716, para PI3K, e x = 28.166, y =
33.408 and z = 32.263, para topoisomerase Il, ambas centrada no ligante, foram
construidas para cobrir inteiramente o sitio ativo das enzimas supracitadas.
Imediatamente apds, os ligantes cristalograficos foram redocados com o0s
respectivos receptores a fim de validar a eficiéncia dos célculos de docking (Figura
45).
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(A) (B)
Figura 45. Ligantes cristalogréaficos (Cinza) e estruturas redocadas. (A - Vermelho) Wortmannin
(1E7U — KWT: PDB); (B - Verde) Dexrazoxano (1QZR — CDX: PDB).

E importante destacar que a estrutura quimica dos ligantes cristalograficos foram
totalmente otimizados usando o método semi-empirico PM3 contido no pacote de
célculos de orbitais moleculares do software Gaussian03.%°

Depois, o farmaco controle etoposidio, conhecido inibidor de topoisomerase II,
e 0 composto LY294002, descrito na literatura como sendo inibidor de PI3K, foram
sobrepostos aos sitios de ligacdo das respectivas enzimas usando o mesmo meétodo
descrito para os ligantes cristalograficos.®*®® Como resultado, apés a sobreposicéo
destes compostos ao sitio ativo das proteinas, as energias de interacdo
ligante/receptor foram obtidas (Tabela 5). Da mesma forma, as estruturas quimicas
destes farmacos foram completamente otimizadas usando a mesma metodologia
descrita anteriormente. O mesmo procedimento de otimizacdo estrutural e de
ancoragem molecular foram utilizados para os derivados naftoquinénicos 25c, 25f,
259 e 44.

Tabela 5. Energias de interagéo ligante/receptor entre os compostos 25c, 25f, 25g, 44, etoposideo,
LY294002 e as proteinas PI3Ky e Topoisomerase Il

Energia de Interacédo (Kcal/mol)

Composto
PI3Ky Topoisomerase I

Etoposide - -5.5
LY294002 -9,0 -

25¢ -6.9 -5.1

25f -6.5 -5.0

25¢ -6.4 -4.6

44 -6.8 -4.8

A comparacédo dos valores de energia de interacdo dos farmacos controle com
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0S seus respectivos alvos terapéuticos e com o0s obtidos para 0os compostos
sintéticos descritos na Tabela 5, indicam gque o mecanismo de a¢do antineoplasica
desses derivados naftoquindnicos, possivelmente, ndo ocorre pela via de inibicdo da
enzima PI3K e ainda que a inibicdo da enzima topoisomerase Il € um possivel e
provavel alvo terapéutico, conforme amplamente descrito na literatura. No entanto,
investigacBes experimentais mais detalhados estdo sendo realizados no Laboratorio
de Biologia Celular e Molecular do Cancer Humano sob a coordenacgéo da Prof®. Dr?,
Leticia Batista Azevedo Rangel para elucidar o mecanismo de acdo dessas
substancias.

O estudo de docking do composto LY294002 no sitio ativo da enzima PI3K
mostrou que as interacdes de van der Waals (em verde), como por exemplo, com o
residuo de aminoacido isoleucina 963, sdo predominantes, conforme descrito na

Figura 46 obtida pelo software DS Visualizer 3.1.
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Figura 46. Conformacao farmacofdrica do LY294002 (verde) com o sitio ativo da enzima PI3K.
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Nos derivados naftoquindnicos sintéticos 25c, 25f, e 44 pode-se destacar a
interacdo eletrostatica entre a carbonila no nucleo naftoquinénico e o residuo de
aminoacido asparagina 964 da proteina PI3K (Figura 47) Outra interacdo importante
€ a existente entre os grupos -SH e -OH terminais dos substituintes no carbono C,
do nucleo da naftoquinona com diferentes residuos de aminoacidos, como por
exemplo, a interagcdo eletrostatica com a lisina 833 no composto 25c¢ e as ligacdes
de hidrogénio com a asparagina 950 e lisina 833 nos derivado 259 e 44,
respectivamente. As demais interacbes representativas destes compostos sao

interacdes de van der Waals (verde) com diferentes residuos de aminoacidos.
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A ancoragem molecular do etoposideo no sitio ativo da enzima topoisomerase
Il apresentou uma ligac&o de hidrogénio entre a hidroxila e a glicina 365, interacdes
eletrostaticas com a glicina 17, treonina 27 e tirosina 28 além da interacdo de van

der Waals com a tirosina 144 conforme mostra a Figura 48.
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Figura 48. Conformacgdo farmacoforica do etoposideo (verde) com o sitio ativo da enzima
topoisomerase |l.

Os derivados naftoquinénicos sintéticos apresentam, de uma maneira geral,
interacOes semelhantes aos apresentados no estudo de docking para o etoposideo,
onde os principais residuos de aminoacidos responsaveis por esta interacdo foram
glicina 365, glicina 17, treonina 27, tirosina 28 e tirosina 144 (Figura 49). Esta
similaridade provavelmente reflete as energias de interacdo semelhantes entre os
derivados naftoquindnicos sintéticos e o etoposidedo quando o alvo terapéutico € a

topoisomerase Il.
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O composto 25¢c mostrou duas ligacdes de hidrogénio importantes com o0s
grupos amino e hidroxila da cadeia lateral do substituinte (etanolamina) com os
residuos de aminoéacidos tirosina 28 e glicina 17 e também uma interacao
eletrostatica com a treonina 27.

Os derivados naftoquinbnicos sintéticos 25f e 25g apresentaram as mesmas
ligacBes de hidrogénio descritas para o etoposideo com o residuo de aminoacido
glicina 365. Entretanto, o grupamento responsavel por esta interagdo no composto
25f foi a carbonila do ndcleo naftoquinénico e em 25g foi a hidroxila terminal do
substituinte mercaptoetanol. Além destas interacdes o composto 25g descreveu uma
interacdo eletrostatica com o aminoacido treonina 27 semelhante ao etoposideo.

Por altimo, o derivado naftoquindnico 44 mostrou duas interacdes eletrostaticas
com os residuos de aminodacidos glicina 17 e tirosina 144. Destacaram-se também

as interacdes de van der Waals com a glicina 365 e tirosina 28.
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5. CONCLUSAO

Neste trabalho foram descritas novas metodologias para a sintese de onze
derivados 1,4-naftoquinbnicos (25a-g, 32a-c e 44) contendo substituintes
nitrogenados, oxigenados e sulfurados nas posi¢cdes C, e/ou Csz, em rendimentos
variando de 52 a 89%. A partir da 2,3-dicloro-1,4-naftoquinona, 2-metéxi-1,4-
naftoquinona e a 1,4-naftoquinona.

Tentativas de se obter o produto de dissubstituicdo a partir da 2,3-dicloro-1,4-
naftoquina foram realizadas utilizando diversas metodologias que auxiliassem a
substituicdo do segundo atomo de cloro, entretanto, apenas a reagdo com 2-
mercaptoetanol foi eficiente.

Os compostos 25f e 44, 25c e 44, e 259 e 44 apresentaram uma significativa
atividade anticancer in vitro para as linhagens de cancer de pulmdo H460, mama
triplo-negativos MDA-MB-231 e ovario A2780, respectivamente, demostrando um
grande potencial como compostos protétipos para o desenvolvimento de novos
agentes antineoplasicos.

A relacao estrutura/atividade dos derivados naftoquinbnico mostrou que o0s
substituintes que contém um atomo de enxofre ligado ao carbono C, do nucleo
naftoquindnico, assim como grupos polares terminais como hidroxila e tiol na cadeia
do substituinte apresentam as maiores atividades biologicas.

Os estudos de docking mostraram que um possivel alvo terapéutico das
subtancias sintetizadas é a enzima topoisomerase Il, resultado das interacdes

estabilizadoras observadas no complexo enzima/ligante.
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