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RESUMO

Céancer € um termo geneérico que designa um amplo grupo de doencas que podem
afetar qualquer parte do corpo. Uma caracteristica definidora do cancer é a rapida
multiplicacdo de células anormais que se espalham além de seus limites, e podem
invadir partes adjacentes do corpo ou se espalhar para outros 6rgaos, um processo
denominado metastase. O cancer € uma das principais causas de morte em todo o
mundo, quase 10 milh6es de mortes em 2020. A maior dificuldade do tratamento
para 0s mais diversos tipos de cancer estd na falta de seletividade dos
quimioterapicos pelas células cancerosas, afetando células saudaveis, e causando
os efeitos colaterais. Com os efeitos indesejados severos das terapias atuais, surge
a necessidade de desenvolver agentes tumorais mais eficazes. As
tiossemicarbazonas sdo compostos considerados privilegiados pela Quimica
Medicinal, pois exibem um amplo espectro de atividades biolégicas. Em razdo da
ampla variedade de atividades bioldgicas, inclusive antitumoral, as naftoquinonas
vém despertando h&a anos o interesse das ciéncias farmacéuticas. Entdo, sabendo
das relevantes propriedades citotoxicas contra células tumorais das naftoquinonas e
de seus andlogos, assim como das tiossemicarbazonas, foram planejados quatro
naftiltiossemicarbazonas (TSM1 - TSM4) inéditas com possivel aplicacdo
antitumoral. Para obtencdo das moléculas, inicialmente foram sintetizados os
derivados naftoquindnicos a partir do lapachol (Lap), sendo este extraido do cerne
do tronco do ipé amarelo (Tabebuia sp.). Em seguida, estes foram submetidos a
reacdo com 4-fenil-3-tiossemicarbazida em meio acido, sob refluxo para formacao
das tiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4). As tiossemicarbazonas foram obtidas com
rendimentos de 82%, 13%, 84% e 71%, respectivamente, e caracterizadas através
da andlise dos espectros de RMN H e 3C uni e bidimensionais e IV. As moléculas
obtidas foram submetidas a ensaio in silico e demonstraram resultados promissores,
reforcando a relevancia dessas estruturas e aptiddo para continuar com ensaios in
vitro e in vivo.

Palavras-chave: Céancer; Naftoquinonas; Natftiltiossemicarbazonas; ADMET in silico.



ABSTRACT

Cancer is a generic term that designates a wide group of diseases that can affect any
part of the body. A defining characteristic of cancer is the rapid multiplication of
abnormal cells that spread beyond their boundaries and can invade adjacent parts of
the body or spread to other organs, a process called metastasis. Cancer is one of the
main causes of death worldwide, with almost 10 million deaths in 2020. The greatest
difficulty in treating the most diverse types of cancer lies in the lack of selectivity of
chemotherapy drugs for cancer cells, affecting healthy cells, and causing tide effects.
With the severe unwanted effects of current therapies, the need arises to develop
more effective tumor agents. Thiosemicarbazones are compounds considered
privileged by Medicinal Chemistry, as they exhibit a wide spectrum of biological
activities. Due to the wide variety of biological activities, including antitumor activity,
naphthoquinones have been attracting the interest of pharmaceutical sciences for
years. So, knowing the relevant cytotoxic properties against tumor cells of
naphthoquinones and their analogs well as thiosemicarbazones, four new
naphthylthiosemicarbazones (TSM1 — TSM4) with the possible antitumor application
were planned. To obtain the molecules, naphthoquinone derivatives were initially
synthesized from lapachol (Lap), which was extracted from the heart of the yellow ipé
trunk (Tabebuia sp). Then, these were reacted with 4-phenyl-3-thiosemicarbazide in
an acid medium, under reflux, to form thiosemicarbazones (TSM1 — TSM4). The
thiosemicarbazones were obtained with yields of 82%, 13%, 84%, and 71%,
respectively, and characterized through the analysis of one- and two-dimensional *H
and 3C NMR and IR spectra. The molecules obtained were submitted to an in silico
assay and showed promising results, reinforcing the relevance of these structures
and the ability to continue with in vitro and in vivo assays.

Key-words: Cancer; Naphthoquinones; Naphthylthiosemicarbazones; ADMET in
silico.
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1 INTRODUCAO

O termo cancer abrange um conjunto de diversas doencas caracterizados
pela rapida multiplicacdo celular, habilidade de invaséo de tecidos e 6rgéos do corpo
por células anormais, ocasionando o que é chamado de metastase (INCA, 2021).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude essa doenca € considerada como uma
das principais causas de 6bito no Mundo (OMS, 2022). Estima-se que nos anos de
2023 a 2025, somente no Brasil, podera ocorrer mais de 700 mil novos casos de
cancer por ano (INCA, 2022).

Para o tratamento do cancer sdo utilizados esquemas de quimioterapia,
radioterapia e remocdo do tumor (INCA, 2021). O tratamento com agentes
guimioterapicos tem como principal intuito destruir as células tumorais sem afetar as
células normais, porém diversos farmacos utilizados ndo conseguem atuar
especificamente nas células oncoldgicas, danificando também as células normais do
corpo (GUIMARAES et al., 2017). A quimioterapia, bem como a radioterapia,
provoca inumeros efeitos indesejados, visto que ndo atuam de forma seletiva para
as células tumorais (NAIDU et al., 2004), além de apresentarem alta toxicidade
contribuindo com uma ineficiéncia terapéutica (ATKINS; GERSHELL; 2002; IRVINE,
2011; MURA; NICOLAS; COUVREUR, 2013; ZHANG et al., 2012; KIM et al., 2010;
CAFEO et al., 2013).

As quinonas naturais, conhecidas por suas varias propriedades bioativas, sdo
moléculas de grande interesse para estudos farmacologicos por possuirem acao
tripanomicida, antiviral e antitumoral (CAMARA et al., 2006; DE SOUZA et al., 2008).
Além disso, sdo consideradas um grupo de relevancia nas reacfes organicas, por
permitir a obtencdo de muitos compostos sintéticos (FIGUEREDO et al., 2020). Os
diversos estudos relacionados a sintese e avaliacdo antitumoral dessa classe de
compostos, bem como de seus derivados reforca a ideia de que as quinonas séo
componentes relevantes para acéo antineoplasica (SANTOS et al., 2016).

As naftoquinonas fazem parte do grupo das quinonas, apresentando em seu
esqueleto estrutural um anel naftaleno, e trata-se de metabdlitos secundarios que
apresentam propriedades bioldgicas diversificadas (LIRA et al., 2022). Dentre as
naftoquinonas naturais destacam-se o lapachol e seus analogos, a B-lapachona e a
a-lapachona, ambos contém um amplo espectro biolégico, incluindo atividade

citotoxica sobre células de linhagens tumorais (FIGUEREDO, et al., 2020). As
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diversas atividades biologicas apresentadas pela [B-lapachona torna a sua
modificacdo estrutural, a fim de obter compostos moleculares mais ativos, uma
alternativa atraente para o desenvolvimento de novos compostos bioativos
(FERREIRA et al., 2010).

As tiossemicarbazonas constituem uma classe de compostos de interesse
para pesquisas cientificas em razéo do potencial farmacologico. A férmula geral das
tiossemicarbazonas é constituida por dois nitrogénios hidrazinicos nas posicoes 1 e
2 e um nitrogénio amino na posicao 4, seguido por uma tiocarbonila em 3 (C=S),
podendo também apresentar a insercdo de diferentes substituintes (BAJAJ;
BUCHANAN; GRAPPERHAUS, 2021). H& relatos na literatura que apontam as
tiossemicarbazonas como compostos com potencial contra diferentes linhagens de
células tumorais, e alguns compostos estdo sendo investigadas clinicamente contra
diversos tipos de cancer, inclusive contra a leucemia (BAl et al., 2017).

A Quimica Medicinal (QM), como sendo a ciéncia que busca por novos
compostos bioativos com o propoésito de desenvolver novas moléculas com potencial
terapéutico (MIKOVSKI et al., 2018), utiliza diversas ferramentas para produzir
farmacos mais eficazes, como a modificacdo molecular. Esta busca o aumento do
potencial biolégico de compostos bioativos, inclusive de fontes naturais, para
promover atividades farmacologicas até em moléculas consideradas inativas
(ARAUJO et al., 2014).

Assim, com o intuito de produzir novos compostos bioativos antitumorais, e
considerando as potencialidades das naftoquinonas e do grupo tiossemicarbazona.
Entdo, a estratégia de modificacdo molecular foi empregada para o planejamento de
quatro compostos inéditos do tipo tiossemicarbazonas derivados do lapachol e com

potencial antitumoral, bem como a avaliagao in silico dos compostos propostos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Sintetizar, purificar e caracterizar quatro naftiltiossemicarbazonas (TSM1 —
TSM4) inéditas empregando o lapachol (Lap) como material de partida. Em seguida,

avaliar o perfil farmacocinético in silico dos compostos inéditos preparados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar as condicbes reacionais de sintese das  quatro
naftiltiossemicarbazonas inéditas (TSM1 — TSM4) utilizando o Lap como material
de partida;

= Caracterizar as moléculas sintetizadas através de espectroscopia de Ressonéancia
Magnética Nuclear uni e bidimensionais de 'H e 3C e na regido do infravermelho;

= Avaliar as propriedades de administracao, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e

toxicidade (ADMET) in silico das quatro tiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4).
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 CANCER

Denomina-se cancer o grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento
acelerado e desordenado de células anormais, estas podem espalhar-se por todo o
corpo. Sendo considerado como a segunda maior causa de morte global,
correspondendo a 9,6 milhdes de obitos em 2018, o que significa que a cada seis
mortes aproximadamente uma é ocasionada por tumores malignos (OMS, 2022).
Pesquisas mostram que os indices de morbidade e mortalidade das doencas
neoplasicas poderdo aumentar para mais de 29,5 milhdes de novas ocorréncias e
16,3 milhdes de mortes até 2040 (CALO; DE SOUZA; ALVES, 2019; YIN et al.,
2022).

A utilizacdo de radioterapia, quimioterapia e imunoterapia no tratamento
contra o cancer sdo considerados métodos eficientes para o combate da doenca, a
depender do nivel, tipo e local do tumor (NAYAK et al., 2021). Dentre os tratamentos
atuais, a quimioterapia é o principal método, em que se utiliza medicamentos
citotoxicos com o intuito de eliminar as células tumorais. Contudo, muitos destes
guimioterapicos apresentam uma rapida distribuicdo no organismo e ndo séo
seletivos para as células neoplasicas, ocasionando diversos efeitos colaterais e
reducdo de sua eficacia (BHATT; SEN; JHA, 2020; IWAMOTO, 2013; WU et al.,
2014). Além dos inconvenientes da farmacoterapia, muitos dos farmacos
antitumorais apresentam elevados custos, o que dificulta o acesso do publico em
geral (BACH, 2009).

Um dos maiores obstaculos no tratamento contra o céncer estd na
similaridade entre as células neoplasicas e as células normais do corpo humano,
dificultando a diferenciacdo destas pelos antineoplasicos disponiveis (BRANDAO et
al., 2010). Além disso, a maioria dos quimioterapicos disponiveis apresentam baixa
biodisponibilidade, resisténcia intrinseca e toxicidade elevada (HUANG et al., 2014;
YADAYV et al., 2015). Por isso, ha uma busca intensiva por novos candidatos
anticancer eficazes, seletivos e que apresentem um efeito citotoxico menor ou
ausente as células normais do corpo (NAYAK et al., 2021).

Diante dessas limitacbes e compreendendo que o cancer € uma doenca de
alta prevaléncia mundial, percebe-se a necessidade de somar esforcos a busca de

novos agentes terapéuticos de modo a reduzir os efeitos indesejados causados pelo
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tratamento. Por isso, estudos recentes tentam combinar quimioterapicos com outras
moléculas com atividade anticancer afim de aumentar seu efeito citotoxico (SZLASA
et al., 2021).

3.2 QUINONAS

As quinonas compdem um diversificado grupo de metabdlitos secundarios de
origem natural, que possui uma extensa potencialidade bioldgica, inclusive
antitumoral (FERREIRA et al., 2010). Estruturalmente essas moléculas sao formadas
por um anel aromético contendo dois grupos carbonilas localizados na posi¢cao orto
ou para. Em adicdo, de acordo com o tipo de anel conjugado tém-se a classificacéo
em benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas (SOUZA;
LOPES; ANDRADE, 2016).

Desse modo, as naftoquinonas, componente do grupo das quinonas possuem
em seu esqueleto estrutural um anel naftaleno contendo duas carbonilas em posicéo
orto (1,2-naftoquinona) ou em posicado para (1,4-naftoquinona), de acordo com a
figura 1 (FERREIRA et al., 2010). Os isbmeros naftoquindnicos possiveis (orto ou
para) sdo compostos com propriedades fisico-quimicas e biologicas diferentes, a
depender da localizacdo das carbonilas no sistema aromatico. Dentre as varias
atividades farmacolégicas apresentadas pelas naftoquinonas incluem-se: antiviral,

leishmanicida, tripanocida e antitumoral (LIRA et al., 2022).

Figura 1 — Estruturas isoméricas das naftoquinonas

soglive

o
orto-naftoquinona para-naftoquinona
1,2-naftoquinona 1,4-naftoquinona

Fonte: Préprio autor, 2023.

Diante das inumeras propriedades biolégicas, bem como a diversidade
estrutural das naftoquinonas, essas moléculas despertaram o interesse da quimica
farmacéutica. Além disso, um ponto considerado crucial, € a capacidade dessas
estruturas atuarem como agente oxidante (VENTURA PINTO; LISBOA DE CASTRO,
2009).
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Entre as muitas naftoquinonas existentes destacam-se o Lap, a B-lapachona

(Blapl) e a a-lapachona (alap), estas sdo de origem natural e podem ser

encontradas no lenho de espécies de ipé. Outros compostos naftoquinénicos de
origem sintética temos o 4acido B-lapachona-3-sulfénico (Blap2) e a 3-iodo-B-
lapachona (Blap3), figura 2 (SOUZA et al., 2008).

Figura 2 — Estrutura molecular do Lap e seus derivados

ohe oR o e oo

Lapachol (Lap) p-lapachona (Blap1)  Acido p- 'apa°h°“a lodo-3- B lapachona ¢~ 'apacmna (alapt)
3-sulfénico (Blap2) (Blap3)

Fonte: Préprio autor, 2023.

3.2.1 Lapachol e seus derivados

O Lap foi isolado pela primeira vez a partir da Tabebuia avellanedae no ano
de 1882, pelo quimico italiano Emanuele Paternd. Inicialmente, a naftoquinona era
chamada de acido lapaquico, devido ao seu carater acido, e somente em 1892
Hooker o nomeou como lapachol, e alguns anos depois, obteve-se a confirmacgao
por Fieser da obtencdo da naftoquinona através de sintese organica (EPIFANO et
al., 2014). O Lap é um composto natural que apresenta muitas propriedades
bioativas, entre estas estao: antitumoral, leishmanicida, tripanocida e antibacteriana.
E este pode ser facilmente extraida da madeira do ipé (Tabebuia sp.), figura 3
(MIRANDA et al., 2021; EYONG et al., 2008; ARAUJO; ALENCAR; NETO, 2002).

Figura 3 — Ipé amarelo (Tabebuia sp.)

Fonte: Préprio autor, 2022.
A para-naftoquinona (Lap) possui a seguinte nomenclatura da IUPAC: 2-hidroxi-3-(3-

metilbut-2-en-1-il)naftaleno-1,4-diona. Pode ser isolada do cerne da madeira do ipé

(Tabebuia sp.) como um sélido de coloracdo amarela que apresenta pouca
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solubilidade em agua (LIRA et al., 2022). E seu rendimento pode variar de 1% a 7%
de acordo com o tipo de espécie, a sazonalidade em que se encontra, entre outros
fatores (BARBOSA,; DINIZ NETO, 2013).

O Lap foi uma substancia de grande interesse para os estudos cientificos por
apresentar propriedade antitumoral, mas na primeira fase de testes clinicos
apresentou ineficiéncia devido a sua toxicidade, tendo a pesquisa descontinuada.
Apesar desse fracasso, os seus isomeros a alap e a Blapl manifestaram-se como
moléculas promissoras (GOMES et al., 2021).

A Blapl é uma orto-naftoquinona de coloragdo laranja, que em agua
apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade (GOMES et al., 2021). Pode ser
obtida, em pequenas quantidades do cerne da madeira do ipé, como também pode
ser sintetizada através da ciclizagdo do Lap (PRESMICH et al., 2010). Durante o
processo, acontece a protonacdo da ligacdo dupla (C=C) presente no grupo
isopentenil formando um carbocation tercidrio e assim ocorrendo a ciclizacdo
intramolecular em meio &cido, figura 4 (BIAN et al., 2014).

Figura 4 — Ciclizagd@o do Lap para obtencéo de Blapl
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Fonte: Préprio autor, 2023.
A Blapl tornou-se uma estrutura de interesse para os estudos medicinais,

visto que é uma molécula apta a sofrer varias modificacdes para a obtencdo de
novos analogos. A reatividade de suas carbonilas sdo comumente exploradas para
formacdo de derivados monossubstituidos no carbono 6 da molécula ou para
obtencao de heterociclo e carbociclico quando ha a modificagdo nas duas carbonilas
(C5 e C6), conforme figura 5 (FERREIRA et al., 2010).

Figura 5 — Possiveis modificagdes nas carbonilas da Blapl
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Fonte: Préprio autor, 2023.
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Varios sé@o os artigos que descrevem o potencial farmacoldgico da Blap1, tais
como a sua capacidade de agir, in vitro, contra diferentes linhagens de células
tumorais (NETO et al., 2012). Inclusive, este composto foi utilizado em testes clinicos
de fase Il contra o cancer de pancreas (YANG et al., 2017).

Diante das agfes farmacoldgicas que a Blapl possui, ha na literatura relatos
de que esta naftoquinona apresenta a capacidade de provocar a morte de células
cancerosas atuando de forma seletiva, e que em combinagcdo com outros compostos
pode apresentar alto potencial anticancer. Alguns autores reforcam a ideia da juncao
da Blapl com outros compostos como forma de melhorar as propriedades
antineoplasicas e a sua biodisponibilidade (HUSSAIN; GREEN, 2017). E afirmam
que o uso combinado de Blapl com medicamentos que agem por diferentes
mecanismos pode favorecer a terapia contra o cancer. Assim, trazem como exemplo
o farmaco taxol, um antineoplasico, que combinado com a Blapl1 tem sido efetivo na
atuacdo contra o cancer de ovario e prostata. Nota-se que esta naftoquinona se
diferencia de outras pelo potencial antitumoral que exibe, além disso, a Blapl possui
a capacidade de agir sinergicamente no tratamento de tumores usando a estratégia
de radioterapia, podendo aumentar a eficacia de radiacdo em 79%, em células de
melanomas humano, as quais sao resistentes a radiagao (FERREIRA et al., 2010).

Em adigéo, a ciclizagéo intramolecular do Lap permite ainda a formacgéo de
alap, seu isdmero natural, em meio utilizando uma mistura de acido acético com
acido cloridrico (LIRA et al, 2022; BARBOSA; DINIZ NETO, 2013). A alap é uma
para-naftoquinona, que assim como Blapl, apresenta diversas bioatividade, como
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antitumoral (AHMAD et al., 2020; LIRA et al.,
2022). Inclusive essa naftoquinona possui a capacidade de inibicdo da enzima
topoisomerase Il, a qual € considerada um dos alvos de farmacos anticancer
(NETTO-FERREIRA et al., 2008).

Assim, percebe-se o crescente interesse por compostos quindnicos, devido a
facilidade de obtencdo, bem como a possibilidade de modificacbes em seu
esqueleto estrutural, além do amplo perfil farmacolégico que apresentam, tornando-
se estruturas promissoras na busca por compostos bioativos (FERREIRA et al.,
2010).

3.3 TIOSSEMICARBAZONAS E SEU POTENCIAL ANTITUMORAL
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As recentes descobertas de atividades biologicas apresentadas pelas
tiossemicarbazonas tém permitido um crescente interesse por essa classe de
compostos. As tiossemicarbazonas sdo moléculas estruturalmente semelhantes as
semicarbazonas, onde a diferenca esta na presenca de um atomo de enxofre (R=N-
NH-CS-NHR) ao invés de oxigénio (R=N-NH-CO-NHR), figura 6. A atividade
biolégica das tiossemicarbazonas pode ser explicada pela deslocalizacéo eletrénica
provocada pelos atomos de nitrogénio e enxofre do tipo sp? presentes na molécula
(CUNHA, SANTOS, SILVA, 2011).

Figura 6 - Estrutura geral das tiossemicarbazonas
S
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Fonte: Préprio autor, 2023.

As tiossemicarbazonas podem ser obtidas por meio da sintese
guimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos ou cetonas. Em suas reacdes,
0S reagentes estardo presentes na molécula final, havendo apenas a perda de agua,
Figura 7. O mecanismo reacional para a obtenc&o das tiossemicarbazonas passa a
ser similar com o de sintese de imina. Durante o processo ha a formacéo do ion
oxbnio através da protonacdo do oxigénio do grupo carbonila, em seguida o
nitrogénio da tiossemicarbazida (N1) realiza o ataque nucleofilico formando o
intermediario protonado hemiaminal, com posterior neutralizacdo através da perda
de uma molécula de agua e consequentemente a formacdo da tiossemicarbazona,
Figura 7 (TENORIO et al., 2005).

Figura 7 - Mecanismo de sintese de tiossemicarbazona
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Fonte: Préprio autor, 2023.

A formacao de tiossemicarbazona trata-se de um processo sintético de baixo
custo, e as moléculas sdo nomeadas de acordo com o composto carbonilado

empregado seguido do nome tiossemicarbazona. Esta classe pode atuar como
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agente quelante devido as inumeras propriedades exibidas, contribuindo para
formacéo de complexos (TENORIO et al., 2005).

Dentre as diversas atividades biolégicas que as tiossemicarbazonas
apresentam destaca-se a antitumoral. Esses compostos possuem a capacidade de
intervir na multiplicacdo das células, podendo inibir a enzima ribonucleotideo
difosfato redutase (RR). Esta € uma enzima de relevancia na sintese do DNA e da
divisdao celular, a literatura traz a 1-formilisoquinolina tiossemicarbazona como
exemplo (MOREIRA et al., 2015), bem como 3-aminopiridina-2-carboxaldeido
tiossemicarbazona, que se encontra em teste clinico de fase Il e 3-aminopiridina-4-
metil-2-carboxaldeido tiossemicarbazona, estas inibem a enzima RR em células de
leucemia (DE OLIVEIRA et al., 2015; TENORIO et al, 2005).

A RR é formada por dois tipos de proteinas denominadas de R1, a que
apresenta politibis e R2 que é composta por Fe3* e radical livre tirosil, ambas
favorecem a fungéo ativa da enzima. Como as tiossemicarbazonas atuam como
moléculas quelantes de ferro, podem agir danificando o radical livre presente na
fracdo R2 e assim inibir a catélise de RR (PILOVIC et al., 2008).

Figura 8 — Estrutura molecular da 3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Relata-se que as tiossemicarbazonas sao comumente conhecidas por
apresentar atividade antiproliferativa e que a adicdo de aroméaticos pode melhorar
consideravelmente essa acdo (DE OLIVEIRA et al., 2015). Diante disso, torna-se
visivel que as tiossemicarbazonas formadas estruturalmente por heterociclicos estéo
sendo cada vez mais estudadas como potencial antitumoral (SOARES et al., 2012).
Ha na literatura pesquisas que mostram o potencial anticancer dessas moléculas a
partir de testes in silico, in vitro e in vivo, como os trabalhos desenvolvidos por
Santos-Pirath e colaboradores (2021); Da Silva e colaboradores (2010); Lira e
colaboradores (2022), entre outros, reforcando a ideia de serem compostos

oportunos e promissores.
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3.4 ESTUDO FARMACOCINETICO: ENSAIO IN SILICO

A busca por novos compostos candidatos a farmacos € considerada um
processo lento e de alto custo. Devido a isso modelos computacionais sao
empregados para facilitar a exclusdo de compostos que possuem uma
farmacocinética ruim, bem como para reduzir os custos e assim poder alcancar

resultados em um intervalo de tempo menor (LIRA et al., 2022).

Esse processo é comumente realizado pela quimica medicinal afim de
compreender as propriedades farmacocinéticas de uma molécula em seu periodo
inicial, sendo uma maneira de verificar sua biodisponibilidade. A andlise da
biodisponibilidade, bem como da toxicidade do composto pode promover
substancias mais eficazes com baixa probabilidade de efeitos farmacocinéticos
contrarios (RIBEIRO et al., 2019).

O estudo da farmacocinética consiste em verificar os parametros de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e de toxicidade (ADMET) das
entidades candidatas a farmacos (HOLANDA et al., 2020). Assim, 0s ensaios in
silico tem recebido uma maior atencdo por auxiliar no desenvolvimento de
compostos simulando previsées farmacocinéticas no estagio pré-clinico (SOUSA et
al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para os experimentos de sintese todos os reagentes empregados foram
obtidos de fonte comercial e utilizados sem purificagéo prévia, com excegao do Lap,
gue foi isolado do cerne da madeira do ipé amarelo (Tabebuia sp), e posteriormente
purificado. Os compostos sintetizados tiveram suas temperaturas de fusao definidas
em triplicata e determinadas em equipamento fusibmetro digital, modelo MQAPF -
302. Tanto o acompanhamento das reacdes como a caracterizagdo dos produtos
obtidos foram determinados por Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA), empregando placas de aluminio 2 x 4 cm recobertas com silica gel 60,
sendo reveladas com luz ultravioleta ou iodo (l2). Os produtos impuros foram
devidamente purificados por coluna cromatografica (CC) contendo silica em gel e
com sistema de solvente acetato de etila/hexano ou acetato de etila/metanol em
porcentagem crescente de polaridade.

Os produtos de sintese tiveram suas estruturas caracterizadas por
ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C, bem como por técnicas bidimensionais
de correlacdo homonuclear (COSY) e heteronuclear (HSQC e HMBC), além do RMN
de ¥C-DEPT 135. Os espectros de RMN foram registrados em um aparelho Bruker
AscendTM 400, o qual opera a 400 MHz para o nucleo de 'H e a 100 MHz para o
nucleo de 3C. Os deslocamentos quimicos (d) foram obtidos em ppm utilizando o
solvente tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Todas as amostras foram
solubilizadas em solvente deuterado (CDCIz ou DMSO-de).

Além disso, os produtos isolados foram caracterizados por espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho (IV). Os espectros foram realizados
empregando pastilhas de KBr e registrados em um aparelho Shimadzu® (modelo
IRTracer-100), com andlise por varredura na faixa de 4000 — 500 cm, sendo
utilizados 45 scans e resolucdo de 8 cm, confirmando a formacéo das moléculas
através da caracterizacdo dos principais grupos funcionais presentes nas estruturas.

Os espectros de RMN e de absorcéo no IV foram realizados na Central de
Andlise de Farmacos, Medicamentos e Alimentos (CAFMA) na UNIVASF Campus

Petrolina - Centro.

4.1 SINTESE DAS NAFTILTIOSSEMICARBAZONAS (TSM1 — TSM4)
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As tiossemicarbazonas foram sintetizadas através da condensacéo de 4-fenil-
3-tiossemicarbazida com cetonas derivadas do Lap, empregando metanol como
solvente e HCI ou acetato de sodio para catalisar as reagdes (TENORIO et al.,
2005). Para isso, os derivados naftoquindnicos foram obtidos por meio da
metodologia descrita por Souza e colaboradores (2008) e Jardim e colaboradores
(2015). Assim, a producdo dos compostos ocorreu através de duas etapas

reacionais, estas encontram-se exposta na figura 9.

Figura 9 - Rota de sintese proposta para obtencéo das tiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4)
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Fonte: Préprio autor, 2023.

4.1.1 Extracao e purificacao do lapachol (Lap)

Figura 10 — Estrutura do Lap com os atomos enumerados
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Para a extracéo do Lap a partir do cerne da madeira do ipé (Tabebuia sp.) foi
empregada a metodologia de Ferreira (1996) com adaptacdes. A um béquer de 1000
mL adicionou-se 100 g do cerne da madeira de ipé cortadas em filetes, e a esta foi

adicionada 800 mL de uma solucdo aquosa de hidréxido de sédio 1,0 % (m/v). A
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mistura permaneceu em repouso por cerca de 2 horas. Passado esse tempo, as
lascas de ipé foram filtradas e a solucdo vermelha foi neutralizada usando 100 mL
de uma solugéo de acido cloridrico a 6,0 mol.L™! para a precipitacéo do Lap. O sélido
obtido foi filtrado e a naftoquinona foi purificada por cristalizacdo a quente em
etanol/agua, produzindo cristais amarelos que foram filtrados e secos a temperatura
ambiente. Rendimento: 3,0 % (m/m); ponto de fuséo (P.f.): 135 °C, lit. 139,5 - 140,2
°C (SOUZA et al., 2008). Apéndice A, figura A1 e A2, RMN H (400 MHz, CDCls): &
[ppm] 8,12 (m, 1H, H5); 8,07 (m, 1H, H8); 7,75 (td, J = 7,6; 1,4 Hz, 1H, H6); 7,67 (td,
J =7,5; 1,4 Hz, 1H, H7); 7,33 (s, 1H, -OH); 5,21 (m, 1H, H10); 3,31 (d, J = 7,4 Hz,
2H, -CHy); 1,79 (s, 3H, - CHz); 1,69 (s, 3H, -CH3). RMN de 3C (100 MHz, CDCl3):
[ppm] 184,59 (C4); 181,70 (C1); 152,67 (C2); 134,87 (C6); 133,87 (Cda e C11);
132,88 (C7); 129,41 (C8a); 126,77 (C5); 126,06 (C8); 123,45 (C3); 119,62 (C10);
25,77 (-CHg); 22,61 (C9); 17,90 (-CH3').

4.1.2 Sintese de B-lapachona (Blap1)

Figura 11 — Esquema de sintese da Blap1

Lap

Fonte: Préprio autor, 2023.

Em um baldo de reagéo de 25 mL pesou-se o Lap (242 mg; 1 mmol) e a este
foi adicionado 2,5 mL de acido sulfurico 96%. A mistura reacional foi submetida a
agitacdo constante durante 3 horas em temperatura ambiente. Em seguida, a
mistura reacional foi vertida em 250 mL de agua gelada para a precipitagéo da plap1
(BARBOSA E DINIZ NETO, 2013). O sdlido foi filtrado a vacuo e deixado para secar
em temperatura ambiente. Obteve-se 221 mg de um soélido laranja brilhante.
Rendimento: 91,3 %; P.f.: 155 °C, lit. 154 - 156 °C (SOUZA et al., 2008). Apéndice B,
figura B1 e B2, RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): [ppm] 7,91 (d, J = 7,6 Hz, 1H, H7);
7,77 (m, 2H, H9 e H10); 7,61 (m, 1H, H8); 2,40 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H4); 1,82 (t, J = 6,6
Hz, 2H, H3); 1,43 (s, 6H, 2 - CH3). RMN de *3C (100 MHz, DMSO-ds): [ppm] 179,06
(C6); 177,83 (C5); 160,65 (Cla); 135,02 (C9); 132,10 (C1l0a); 130,84 (C8); 129,96
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(C6a); 127,83 (C7): 123,70 (C10); 112,51 (C4a); 79,07 (C2); 30,81 (C3); 26,33 (2 -
CHs); 15,97 (C4).

4.1.3 Sintese do acido B-lapachona-3-sulfénico (Blap2)

Figura 12 — Esquema de sintese do plap2
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Em um bal&do de reacdo de 50 mL de duas bocas pesou-se o Lap (481 mg; 2
mmol), a este foi adicionado anidrido acético (2,0 mL). A mistura foi submetida a
agitacdo constante, e em seguida acrescentou-se gota a gota acido sulfarico
concentrado (120 uL). Durante a adigdo do acido sulfarico, o baldo reacional foi
colocado em banho de gelo para manter a temperatura entre 20 e 30 °C. A mistura
reacional ficou sob agitacdo constante durante 18 minutos. Ao final, filtrou-se o
sélido lavando-o com éter etilico (150 mL), o sélido foi seco a temperatura ambiente.
Obteve-se 527 mg de um solido vermelho. Rendimento: 81 %; P.f.: 158-160, lit. 160-
162 °C (SOUZA et al., 2008). Apéndice C, figura C1 e C2, RMN de 'H (400 MHz,
DMSO-de): & [ppm] 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 7,77 — 7,71 (m, 2H), 7,62 — 7,55 (m, 1H),
2,88 — 2,78 (m, 2H), 2,49 — 2,45 (m, 1H), 1,74 (s, 3H), 1,41 (s, 3H). RMN de *3C
(100MHz, DMSO-ds): & [ppm] 179,53; 178,00; 160,26; 135,42; 132,29; 131,24;
130,40; 128,26; 124,25; 113,27, 82,43; 59,88; 29,08; 21,52; 20,89.

4.1.4 Sintese de 3-iodo-B-lapachona (Blap3)

Figura 13 — Esquema de sintese da Blap3
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Fonte: Préprio autor, 2023.

A uma solugdo de Lap (241 mg; 1 mmol) e diclorometano (20 mL) foi
acrescentado iodo (I2) (254 mg; 1 mmol), e em seguida piridina (48 uL; 0,6 mmol). A
reacao permaneceu a temperatura ambiente e foi monitorada por CCDA por 24
horas. Em seguida, o solvente foi evaporado com o auxilio de rota evaporador, e o
solido resultante solubilizado em 20 mL de cloroférmio. Lavou-se a mistura com uma
solucéo aquosa de bicarbonato de sodio a 5% (3 x 10 mL), e agua destilada (3 x 10
mL). O solvente foi evaporado, e o sélido solubilizado em cloroférmio, a mistura foi
lavada com solu¢cdo aquosa de iodeto de potdssio a 10% (3 x 15 mL), e
posteriormente agua destilada (3 x 15 mL) (JARDIM et al., 2015; BARBOSA FILHO
et al., 2006). O produto obtido foi purificado por CC utilizando como solvente acetato
de etila/hexano em ordem crescente de polaridade. Obteve-se 63 mg de um sélido
laranja. Rendimento: 17%; P.f.: 130-131 °C. Apéndice D, figura D1 e D2, RMN de 'H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 [ppm] 7,96 (d, J = 7,94 Hz, 1H); 7,81 — 7,80 (m, 2H); 7,69 —
7,62 (m, 1H); 4,75 — 4,72 (t, J = 4,73 Hz, 1H); 3,23 — 3,17 (dd, J = 3,21 e 3,17 Hz,
1H); 3,01 — 2,95 (dd, J = 2,99 e 2,95 Hz, 1H); 1,60 (s, 3H); 1,59 (s, 3H). RMN de 3C
(100MHz, DMSO-ds): & [ppm] 179,07; 177,82; 160,26; 135,60; 131,92; 131,68;
130,44; 128,54; 124,28; 112,13; 81,16, 30,94; 30,71; 27,40; 25,05.

4.1.5 Sintese de a-lapachona (alap)

Figura 14 — Esquema de sintese da alap
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Em um baldo de reagéo de 25 mL pesou-se 0 Lap (242 mg; 1 mmol) e a este
foi adicionado uma solugdo de acido acético glacial (240uL) e acido cloridrico
(630uL). A mistura reacional foi submetida ao aquecimento (100°C) e agitagéo
constante durante 1,5 h. Em seguida, a mistura foi esfriada naturalmente até a
temperatura ambiente, posteriormente gotejou-se a mistura em 1000 mL de agua

gelada para a precipitacdo da g-lapachona (SOUZA et al., 2008). O solido foi filtrado
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a vacuo e deixado secar a temperatura ambiente. Obteve-se 147 mg de um sélido
amarelo claro. Rendimento: 61 %; P.f.: 116-118 °C, lit. 113 - 114 °C, (SOUZA et al.,
2008). Apéndice E, figura E1 e E2, RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & [ppm] 8,08 (m,
2H), 7,73 — 7,63 (m, 2H), 2,63 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 1,83 (t, J = 6,6 Hz, 2H), 1,44 (s,
6H). RMN de **C (100MHz, CDCls): & [ppm] 184,41 (C5); 180,03 (C10); 154,62
(Cla); 133,87 (C7); 132,97 (C8); 132,07 (C5a~C9a); 131,16 (C9a—Cbha); 126,33
(C6); 125,97 (C9); 120,15 (C4a); 78,17 (C2); 31,41 (C3); 26,51 (2-CH3); 16,74 (C4).

416 Sintese de Sintese de (2)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-

benzo[h]cromeno6(5H)-ilideno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (TSM1)

Figura 15 — Esquema de sintese de TSM1
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Fonte: Préprio autor, 2023.

A uma solugdo metandlica (4 mL) de Blapl (121 mg; 0,5 mmol) foi
acrescentado uma solucdo de 4-fenil-3-tiossemicarbazida (84 mg; 0,5 mmol) em
metanol (4 mL), seguido de uma gota de HCI. A mistura reacional foi submetida a
refluxo sob agitacdo constante e monitorada por CCDA, sendo encerrada apos 1 h.
O soélido precipitado no meio reacional foi filtrado e lavado com 8 mL de metanol. Em
seguida foi feita sua purificacdo lavando-o com agua (10 x 15 mL). Apds secagem
do sélido em temperatura ambiente, obteve-se 160 mg de um sélido laranja.
Rendimento: 82 %; P.f.: 203 - 205°C. Apéndice F, figuras F1, F2, F3, F4, F5 e F6,
F7, IV (KBr): [cm™] 3500, 1600, 1000, 1600-1400, 1200-800, 900-700. RMN de H
(400 MHz, CDCl3): & [ppm] 15,30 (s, C=N-NH); 9,74 (s, SC-NH); 8,14 (d, J =6,8 Hz
1H, H7); 7,92 (d, J = 6,7 Hz, 1H, H10); 7,81 (d, J =7,6 Hz, 2H, H16 e H20); 7,45 (m,
4H, H8, H9, H17 e H19); 7,27 (s, 1H, H18); 2,63 (s, 2H, H4); 1,88 (s, 2H, H3); 1,48
(s, 6H, CHs); RMN de 3C (100 MHz, CDCls): d [ppm] 180,94 (C5); 175,87 (C13);
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161,16 (Cla); 137,14 (C15); 130,21 (C8-C9); 129,89 (C8C9); 129,29
(C6a—>C10a); 128,92 (C18); 128,39 (C6); 126,33 (C18); 123,67 (C17«C19); 123,15
(C6a«C10a): 122,66 (C7); 111,65 (C4a); 78,66 (C2): 31,73 (C3); 26,80 (CHs); 16,07
(C4).

4.1.7 Sintese da feniltiossemicarbazona do acido B-lapachona-3-sulfénico
(TSM2)

Figura 16 — Esquema de sintese de TSM2
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Fonte: Préprio autor, 2023.

A uma solugdo metanodlica (2 mL) de Blap2 (161 mg; 0,5 mmol) foi
acrescentado uma solucdo de 4-fenil-3-tiossemicarbazida (84 mg; 0,5 mmol) em
metanol (4 mL) e acetato de sédio (68 mg; 0,5 mmol). A mistura reacional foi
submetida a refluxo sob agitacdo constante e monitorada por CCDA, sendo
encerrada apos 6 h. O solido precipitado no meio reacional foi filtrado e lavado com
acetato de etila. Este foi purificado por CC utilizando acetato de etila/metanol em
ordem crescente de polaridade. Ao final, obteve-se 33 mg de um sélido laranja.
Rendimento: 13%, P.f.: 270 °C (o produto carbonizou). Apéndice G, figuras G1, G2,
G3, G4, G5 e G6, G7, IV (KBr): [cm™] 3500, 1600, 1000, 1600-1400, 1200-800, 900-
700. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): d [ppm] 15,32 (s, 1H, N=NH); 11,00 (s, 1H,
NH); 8,72 (s, 1H, H7); 7,81 (s, 1H, H10); 7,59 (d, J = 7,7 Hz, 2H, H20, H16); 7,54 (d,
J=7,54 Hz, 2H, H17, H19); 7,44 (t, J = 7,3 Hz, 2H, H8 e H9); 7,30 (t, J = 7,1 Hz, 1H,
H18); 2,97 (dd, J = 3,00 e 2,96 Hz, 1H, H4"); 2,85 (dd, J = 2,86 e 2,83 Hz, 1H, H4’);
2,61 — 2,53 (dd, J = 2,55 e 2,50 Hz, 1H, H3); 1,77 (s, 3H, CH3'); 1,42 (s, 3H, CH3).
RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds ): d [ppm] 181,05 (C5); 177,83 (C13); 160,76
(Cla); 139,07 (C6a<—C10a); 131,46 (C6a—C10a); 130,41 (C17 e C19); 130,15 (C6);
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129,47 (C16-C20); 128,90 (C8 «C9); 126,85 (C18); 126,71 (C16<>C20); 126,56
(C15); 125,03 (C7); 123,37 (C10); 112,31 (C4a); 82,21 (C2); 59,92 (C4); 29,20 (CH’s
—CHzs ); 21,53 (CHs «>CH’s ); 20,79 (C3).

4.1.8 Sintese da feniltiossemicarbazona da 3-iodo-B-lapachona (TSM3)

Figura 17 — Esquema de sintese de TSM3

| H,N—NH
0 J—NH
g MeOH/HCI
O‘ + @ refluxo; 1 h.
=
6}
o
plap3 4-fenil-3-tiossemicarbazida

Fonte: Préprio autor, 2023.

Em um baldo de reagéo de 25 mL pesou-se a 3-iodo-B-lapachona (63 mg; 0,1

mmol), a este adicionou-se 3 mL de metanol. A mistura foi submetida a aquecimento
até solubilizar. A esta solucao foi acrescentada uma solucdo metandlica (2 mL) de 4-
fenil-3-tiossemicarbazida (28 mg; 0,1 mmol) e uma gota de HCI. A mistura reacional
foi submetida a refluxo sob agitacdo constante e monitorada por CCDA sendo
encerrada ap6s 1 h. Em seguida, deixou-se a mistura reacional esfriar até a
temperatura ambiente, o sélido foi filtrado e lavado com 3 mL de metanol. Obteve-se
74 mg de um soélido laranja. Rendimento: 84%, P.f.: 180 - 181 °C. Apéndice H,
figuras H1, H2, H3, H4, H5 e H6, H7, IV (KBr): [cm] 3500, 1600, 1000, 1600-1400,
1200-800, 900-700. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): d [ppm] 15,21 (s, 1H, C=N-
NH); 11,05 (s, 1H, SC-NH); 8,75 (d, J = 6,5 Hz, 1H, H18); 7,87 (d, J = 7,0 Hz, 1H,
H10); 7,58 (d, J = 6,1 Hz, 4H, H8; H9; H17; H19); 7,45 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H16 e H20);
7,31 (d, J = 6,7 Hz, 1H, H7); 4,79 (s, 1H, H3); 3,14 (d, J = 3,12, 1H, H4’); 3,08 (d, J =
3,08 Hz, 1H, H4"); 1,60 (ss, 6H, CHz). RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm]
177,20 (C13); 160,36 (Cla); 130,84 (C9+CB8); 129,25 (C15); 128,94 (C8+-C9);
128,73 (C20+~C16); 128,66 (C16+—C20); 128,13 (C6); 126,71 (C7); 126,41 (C17 e
C19); 124,89 (C18); 123,44 (C10); 110,45 (C4a); 80,31 (C2); 31,11 (C3); 30,63 (C4);
27,44 (CHs); 24,72 (CHa).
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4.1.9 Sintese de (Z2)-2-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[g]cromenol10(5H)-
ilideno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida (TSM4)

Figura 18 — Esquema de sintese de TSM4
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Em um baldo de reacdo de 25 mL pesou-se a aLap (121 mg; 0,5 mmol), a
este adicionou-se 5 mL de metanol, a mistura foi submetida a aquecimento até
solubilizar. A solucéo foi acrescentado uma solugdo metandlica (4 mL) de 4-fenil-3-
tiossemicarbazida (100 mg; 0,6 mmol), e uma gota de acido cloridrico. A mistura
reacional permaneceu sob refluxo e foi monitorada por CCDA sendo encerrada apés
4h. O solido formado apds o resfriamento do sistema reacional foi filtrado e lavado
com 8 mL de metanol. Obteve-se 138 mg de um solido amarelo escuro. Rendimento:
71%, P.f.: 201 - 203 °C. Apéndice |, figuras 11, 12, 13, 14, 15 e 16, 17, IV (KBr): [cm™]
3500, 1600, 1000, 1600-1400, 1200-800, 900-700. RMN 'H (400 MHz, CDCls): &
[ppm] 12,23 (s, 1H, NH2); 9,49 (s, 1H, NH); 8,16 (dd, J = 13,4 e 7,9 Hz, 2H, H6 e H9);
7,77 (d, J = 7,5 Hz, 2H, H17 e H19); 7,58 (dt, J = 14,7 e 7,6 Hz, 2H, H7 e H8); 7,39
(t, J = 7,3 Hz, 2H, H16 e H20); 7,25 — 7,33 (m, 1H, H18); 2,69 (s, 2H, H4); 1,92 (s,
2H, H3); 1,58 (s, 6H, CH3z). RMN de *C (100 MHz, CDCl3): & [ppm] 183,13 (C5);
175,69 (C13); 154,95 (Cla); 137,61 (C15); 132,86 (C5a«>C9a); 132,01 (C7-C8);
130,11 (C5a«<C9a); 129,49 (C7+-C8); 129,00 (C16 e C20); 128,33 (C10); 126,28
(C6-C9); 126,44 (C18); 123,91 (C17 e C19); 123,02 (C6—C9); 116,62 (4a); 80,21
(C2); 31,27 (C3); 26,78 (CH3); 16,99 (C4).

4.2 ESTUDO FARMACOCINETICO in silico DAS NAFTILTIOSSEMICARBAZONAS
(TSM1 — TSM4)
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O estudo farmacocinético das naftiltiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4) foi
realizado utilizando as ferramentas online ADMETLab 2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/) e ProToxll (https://tox-new.charite.de/protox_II/).
Para o teste in silico as moléculas analisadas foram inseridas no formato SMILES
(simplified molecular-input line-entry system) e submetidas a analise. Os resultados

estdo nos apéndices J.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As naftoquinonas, bem como as tiossemicarbazonas, sao estruturas bioativas
que tém despertado o interesse dos quimicos medicinais em razdo das suas
atraentes propriedades biolégicas (TENORIO et al, 2005). A Blapl, uma
naftoquinona natural, tornou-se uma molécula promissora para a obtencdo de
protétipos a farmacos devido a presenca de sitios susceptiveis a modificacbes
quimicas (LIRA et al., 2022). Entdo, sabendo das relevantes propriedades
citotoxicas contra células tumorais da Blapl e de seus analogos, assim como das
tiossemicarbazonas, foram planejados quatro naftiltiossemicarbazonas (TSM1 -

TSM4) inéditas com possivel aplicacdo antitumoral, figura 19.

Figura 19 — Planejamento estrutural das naftiltiossemicarbazonas (TMS1 — TMS4) com potencial

antitumoral
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Fonte: Préprio autor, 2023.

5.1 SINTESE DAS NAFTILTIOSSEMICARBAZONAS

Uma rota sintética de duas etapas foi proposta para a preparacdo das
naftiltiossemicarbazonas (TMS1 — TMS4), em que o Lap € o composto de partida. A
primeira etapa trata-se da obtencéo dos derivados Blap1, Blap2, Blap3 e alap por
meio da ciclizagdo &cida do Lap, empregando diferentes metodologias. Em
sequéncia, a segunda etapa consiste em reagir os derivados naftoquindénicos com 4-

fenil-3-tiossemicarbazida para gerar os compostos desejados, figura 20.
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Figura 20 — Rota sintética para preparagdo das naftiltiossemicarbazonas inéditos (TSM1 — TSM4)
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Fonte: Préprio autor, 2022.

A rota sintética proposta para a preparagdo das tiossemicarbazonas (TSM1 —
TSM4) tem o Lap como material de partida. Entdo, inicialmente o Lap foi extraido
das lascas da madeira do ipé amarelo (Tabebuia sp.) por meio de uma extracdo
acido-base utilizando hidroxido de sédio a 1% (m/v) e solu¢cdo aquosa de HCI (6
mol.L1). Essa naftoquinona natural possui carater acido, por iSso no seu processo
de obtencéo sofre ionizagdo na presenca de uma base formando um sal organico
soluvel em agua. Consequentemente, ao encontrar-se em meio acido, o Lap retorna
a sua forma molecular inicial deixando de ser solivel em meio aquoso e
precipitando, figura 21 (BARBOSA; DINIZ NETO, 2013).

Figura 21 — A. Esquema de extracdo do Lap. B. Imagem do Lap apods purificagao
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Fonte: Préprio autor, 2023.
A extracdo do Lap da madeira do ipé gerou um precipitado que foi purificado

por cristalizacdo a quente em etanol/dgua, resultando em cristais amarelos com
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rendimento de 3% (m/m), figura 21. Para a sua caracterizacdo empregou-se a
técnica de CCDA, observando apenas a presenca de um halo, bem como de
determinacao do P.f. sendo de 135-137 °C, o que mostrou uma proximidade com o
dado relatado na literatura de 139 — 141 °C (SOUZA et al., 2008). Além disso, a
estrutura molecular foi elucidada através da analise dos espectros de RMN de H e
13C indicando ser condizente com a literatura (Anexos A).

ApOs obter o material de partida da rota sintética proposta, o Lap, foi possivel
iniciar com a preparacdo dos derivados naftoquindnicos. Primeiro a Blap1 foi
sintetizada a partir da ciclizacdo do Lap em meio acido, figura 22 (Ferreira et al.,
2010). De acordo com o estudo de Ettlinger, a Blap1 € obtida exclusivamente na
presenca de acido sulfurico. Isso acontece devido a basicidade apresentada por
essa naftoquinona permitindo prioritariamente a formacao da Blap1 ao invés de seu
isdbmero, a alap (BARBOSA, DINIZ NETO, 2013).

Figura 22 — A. Sintese da Blap. B. Imagem da Blap
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Fonte: Préprio autor, 2023.

A orto-naftoquinona foi obtida com rendimento de 91,3%, como um sélido de
coloracédo laranja. O composto foi caracterizado através de CCDA e por meio do P.f.,
sendo de 155 °C, figura 22. A estrutura molecular da glap1 foi confirmada através da
analise dos espectros de RMN de 'H e 3C (Anexos B), apresentando sinais
semelhantes aos relatados na literatura (SOUZA et al., 2008).

Em continuidade, preparou-se a Blap2 por meio da ciclizagdo do Lap em
anidrido acético e acido sulftrico concentrado, figura 23 (SOUZA et al., 2008). O
produto foi caracterizado por CCDA e P.f.,, sendo este de 158-160 °C, assim
apresentando temperatura média de fusdo com apenas 2 ° de diferenca entre o
inicio e o final da fusado, o que indica grau de pureza (lit. 160 - 162°C) (SOUZA et al.,
2008). Sua estrutura molecular foi confirmada por espectroscopia de RMN de H e
13C (Anexos C). O sdlido formado apresentou coloracdo vermelha (figura 23), e o

mesmo foi sintetizado com rendimento de 81 %.
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Figura 23 — A. Sintese do Blap2. B. Imagem do Blap2
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Fonte: Préprio autor, 2023.

A proxima etapa tratou da sintese da Blap3 através de iodo-ciclizagéo do Lap,
em meio contendo diclorometano, iodo e piridina, figura 24 (JARDIM et al., 2015),
em seguida esta foi tratada empregando a metodologia descrita na patente, que
consistiu na evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida empregando um
rotaevaporador, assim, o sélido obtido foi solubilizado em cloroférmio, este foi lavado
com uma solucdo de bicarbonato de sédio a 5% e posteriormente com agua
destilada, em sequéncia, o solvente foi novamente evaporado e o solido solubilizado
em cloroférmio, a fase organica foi lavada com uma solucéo de iodeto de potassio a
10% e em seguida com agua destilada (BARBOSA FILHO et al., 2006). A sintese
resultou na obtencdo de um soélido laranja que foi purificado por CC utilizando
acetato de etila/hexano em ordem crescente de polaridade, este apresentou P.f. de
130 - 131 °C, figura 24. A sintese da Blap3 foi comprovada através dos espectros de

RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais (Anexos D).

Figura 24 — A. Sintese da Blap3. B. Imagem da Blap3
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(e} (e}
Z
OO bowsn, 1)
OH t.a o
0 (0]
Lap Blap3

Fonte: Préprio autor, 2023.

Assim como a Blap1, a alap também foi obtida por meio da ciclizagdo do Lap
em meio acido, ambos sdo isébmeros constitucionais. A formagdo das duas
naftoquinonas acontece de acordo com o acido a ser utilizado. Para a obtencéo da
alap emprega-se uma mistura de acido acético com acido cloridrico concentrado,
Figura 25 (BARBOSA, DINIZ NETO, 2013).

A alap apresentou P.f. 116 - 118 °C, o intervalo de apenas 2 °C indica a

pureza do composto, e estando semelhante com os dados descritos na literatura



40

(113 - 114 °C) (SOUZA et al., 2008). A naftoquinona foi obtida com uma coloracao
amarelo claro, com 61% de rendimento, figura 25. E teve sua obtencdo confirmada

por espectroscopia de RMN de *H e 13C (Anexos E).

Figura 25 — A. Sintese da alap. B. Imagem da alap
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Na proxima etapa da rota sintética proposta, os derivados naftoquindénicos
sintetizados foram empregados para formacdo das naftiltiossemicarbazonas (TSM1
— TSM4), figura 26. Para a preparacédo das tiossemicarbazonas TSM1, TSM2, TSM3
e TSM4 optou-se pela reacdo de condensacdo dos derivados naftoquindnicos,
Blapl, Blap2, Blap3 e alap, com a 4-fenil-3-tiossemicarbazida, empregando
catalisador acido (HCI) para TSM1, TSM3 e TSM4, e acetato de sodio para TSM2.
Todas as sinteses ocorreram em meio alcéolico sob refluxo. As reacBes para
producdo das tiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4) ocorreram em tempo reacionais
variando entre 1 e 6 horas. Todos os produtos foram caracterizados por técnica de

CCDA e tiveram suas temperaturas de fusdo determinadas por fusiometro digital.

Figura 26 — Imagem das naftiltiossemicarbazonas sintetizadas

TSM1 TSM2 TSM3 TSM4

Fonte: Préprio autor, 2023.

ApoOs a sintese, TSM1 foi lavado com agua e obtido como um solido laranja
com 82% de rendimento e P.f. 203 - 205 °C. TSM2 foi purificado por meio de CC,
sendo o produto um sdlido laranja de P.f. 270 °C (temperatura em que o produto
carbonizou), e rendimento reacional de 13%. Os produtos TSM3 e TSM4 foram
obtidos puros, resultando em um solido de coloracdo laranja com 84% de

rendimento e P.f. de 180 - 181 °C para TSM3, e um solido amarelo escurecido com
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71% de rendimento e P.f. de 201 - 203 °C para TSM4. Os dados encontram-se

descritos na tabela abaixo.

Tabela 1 — Caracteristicas das naftiltiossemicarbazonas sintetizados TSM1 — TMS4.

Tiossemicarbazonas Cor Rendimento P.f.°C
TSM1 Laranja 82% 203 — 205
TSM2 Laranja 13% 270°C (carbonizou)
TSM3 Laranja 84% 180 — 181
TSM4 Amarelo escurecido 71% 201 — 203

Fonte: Préprio autor, 2023.

Além disso, as estruturas moleculares das naftiltiossemicarbazonas (TSM1 —
TSM4) foram elucidadas por espectroscopia de RMN de 'H e 3C uni e
bidimensional, confirmando a formacédo das moléculas propostas. Os sinais foram
devidamente atribuidos de acordo com os deslocamentos quimicos, baseando-se
em dados espectrométricos dispostos na literatura referente as estruturas bases ja
conhecidas, bem como a tiossemicarbazonas semelhantes (SOUZA et al., 2008;
PILOVIC et al., 2008; MACCIONI et al., 2002; MOREIRA et al., 2015). Os produtos
sintetizados também foram caracterizados por técnica de espectroscopia de

absorcao na regido do infravermelho (IV). As informacdes estdo dispostas a seguir.

5.2 CARACTERIZAQAO ESTRUTURAL DAS NAFTILTIOSSEMICARBAZONAS
TSM1 - TSM4

As moléculas TSM2 e TSM3 sdo semelhantes estruturalmente a TSM1,
diferenciando-se apenas pela regido que ha a presenca de um substituinte, no
carbono C3, gerando um carbono quiral. Assim, considerando essa similaridade
optou-se pela discussdo dos espectros de RMN de TSM1 e TSM4. Os dados
espectrométricos de TSM2 e TSM3 encontram-se descritos nas tabelas 3 e 4.

O espectro de RMN de *H e 13C da tiossemicarbazona TSM1 indicou 18 sinais
para carbonos, sendo 4 duplicados e 10 sinais para hidrogénios. Assim todos o0s
sinais de 'H (400 MHz, CDCls) foram devidamente atribuidos a suas respectivas
integrais mostrando os hidrogénios do grupo metila em &x 1,48 ppm, seguido dos
hidrogénios metilénicos em dn 1,88 e 6+ 2.63 ppm, sendo H3 e H4, respectivamente.
Em adicdo, observou-se sinais em regido caracteristica de aromaticos, bem como
dos hidrogénios do grupo tiossemicarbazona em uma regido mais desprotegida com
deslocamento quimico em 9,74 e 15,30 ppm, sendo este ultimo mais desblindado

devido a sua proximidade com o grupo imina. Além disso, é valido observar que esta
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desblindagem pode estar relacionada com a possibilidade de uma ligacdo de
hidrogénio com a carbonila em C5. Pode-se confirmar essa hipétese através do
trabalho de El-desoky e colaboradores (2013) que descreve a sintese de derivados
1,3,4-tiadiazol a partir de tiossemicarbazonas, em que a tiossemicarbazona
sintetizada ndo apresenta uma carbonila proxima ao NH como vista em TSM1,
trazendo assim o sinal do hidrogénio em o1 8,90, sendo mais protegido.

Os sinais de C (100 MHz, CDCIls) foram devidamente atribuidos aos
carbonos da molécula apresentando em &c 26,80 ppm um sinal referente aos
carbonos metilicos, seguido de dois sinais em &c 16,07 (C4) ppm e &c 31,73 ppm
(C3) referentes aos carbonos metilénicos da molécula. Foi possivel identificar os
carbonos oxigenados em &c 78,66 ppm (C2) e 161,16 ppm (Cla), bem como a
carbonila em sua regido caracteristica apresentando deslocamento quimico em &c
180,94 ppm (C5), seguido da tiocarbonila em 6¢c 175,87 ppm (C13). Além disso,
observou-se sinais em regido de aromatico sendo 4 destes duplicados devido a
semelhanca do ambiente quimico.

A andlise do espectro 3C-DEPT 135° (100 MHz, CDCIs) tornou possivel
identificar os carbonos metilicos e metilénicos presentes na molécula, confirmando
os sinais anteriormente descritos identificados no espectro unidimensional de *3C.
Em continuidade através do espectro *H,'*C-HMBC (400 MHz, CDCls) que permite a
correlacdo dos atomos de carbono e hidrogénio a duas e trés ligacdes, foi possivel
verificar algumas correlagées importantes como de C5 com H4, bem como a
correlacdo entre o carbono C6 com H7, reforcando a entrada do grupo

tiossemicarbazona em C6.
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos (§) de RMN de 3C (100 MHz, CDCIs3) e *H (400 MHz, CDCl3), e
correlagdes C-H de TSM1.

20 16
19 17
18
HSQC HMBC
C Oc OH 23]
la 161,16 - H4
2 78,66 - H3, H4, CH3
3 31,73 1,88 (s, 2H) H4, CH3
4 16,07 2,63 (s, 2H) H3
4a 111,65 - H3, H4
5 180,94 - H4
6 128,39 - H7
6a—10a 123,15 - H10
7 122,66 8,14 (d, J =6,8 Hz 1H) H8, H9
89 129,89 7,45 (m, 4H) H9
98 130,21 7,45 (m, 4H) H8
1016 e 20 123,67 7,92 (d, J=6,7 Hz, 1H) -
10a—6a 129,29 - -
13 175,87 - C=N-NH
CHs 26,80 1,48 (s, 6H) H3, CH3
15 137,14 - H16, H17, H19, H20,
16 e 20 « 10 123,72 7,79 (d, J =7,6 Hz, 2H) -
17 123,67 7,45 (m, 4H) -
18 126,33 7,27 (s, 1H) -
19 123,67 7,45 (m, 4H) -
SC-NH = 9,74 (s) -
C=N-NH - 15,30 (s) -

(«) Indica que os deslocamentos podem estar trocados devido a semelhanca do ambiente quimico
entre os carbonos.
Fonte: Préprio autor, 2023.

As tiossemicarbazonas TMS2 e TMS3 sdo analogos a TMS1, sendo que
estas apresentam substituicdo no carbono C3, a elucidacdo de TMS2 e TMS3 foi
dada pela observacdo da auséncia de um sinal de carbono metilénico em espectro
de 13C-DEPT135°, e foi observado os acoplamentos homonuclear no espectro *H-1H
COSY referente a H3, H4, e os acoplamentos heteronuclear *H-13C HMBC no C6

acoplando com C=N-NH. Todos os sinais de carbono e hidrogénio foram
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devidamente atribuidos, os valores de deslocamentos quimicos obtidos para a TMS2

e TMS3 estao descritos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 — Deslocamentos quimicos (§) de RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) e *H (400 MHz, DMSO-

de), e correlacdes C-H de TSM2.

S713NH
15
20 16
19 17
18
HSQC HMBC

C Oc OH 23]

la 160,76 - H4

2 82,21 - H3, H4, CHs, CH5

2,85 (dd, J=2,86 e 2,83 Hz,
1H);

: 5992 5 97(dd, J= 3,00 € 2,96 Hz, A

1H)
2,61-253(dd,J=2,55¢e 2,50

4 20,79 Hz. 1H) -

4a 112,31 - H3, H4

5 181,05 - -

6 130,15 - C=N-NH

6a—10a 131,46 - -

7 125,03 8,72 (s, 1H) -

8 128,90 7,44 (t, J = 7,3 Hz, 2H) H9

9 128,90 7,44 (t, J =7,3 Hz, 2H) H8

10 123,37 7,81 (s, 1H) -

10a«—6a 139,07 - -

13 177,83 - C=N-NH
CHs>CHs' 21,53 1,42 (s, 3H) C4, CH’;
CH3<—>CH3’ 29,20 1,77 (S, 3H) CH3

15 126,15 - NH

16 129,47 7,59 (d, J = 7,7 Hz, 2H) H18

17 130,41 7,54 (d, J =7,54 Hz, 2H) -

18 126,85 7,30 (t, J =7,1 Hz, 1H) H16, H20

19 130,41 7,54 (d, J =7,54 Hz, 2H) -

20 129,47 7,59 (d, J =7,7 Hz, 2H) H18

SC-NH - 11,00 (s) -
C=N-NH - 15,32 (s) -

(«») Indica que os deslocamentos podem estar trocados devido a semelhanca do ambiente quimico

entre os carbonos.

Fonte: Préprio autor, 2023.
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Tabela 4 — Deslocamentos quimicos (5) de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) e *H (400 MHz,
DMSO-de), e correla¢des C-H de TSM3.

S713’NH
15
20 16
19 17
18
HSQC HMBC

C Oc Ou 2'3Jc.|-|

la 160,36 5 H4

2 80,31 - CHs, H4

3 31,11 4,79 (s, 1H) CHs, H4

4 3,08 (d, J = 3,08 Hz, 1H) -

30,63 314 (d, J = 312 Hz, 1H)

4a 110,45 - H3, H4

5 180,63 - -

6 128,13 - N=NH
6a—10a 131,54 - -

7 126,71 7,31 (d, J = 6,7 Hz, 1H) H8, H9
859 130,84 7,58 (d, J = 6,1 Hz, 4H) H10
98 128,94 7,58 (d, J = 6,1 Hz, 4H) -

10 123,44 7,87 (d, J = 7,0 Hz, 1H) -

10a—6a 138,99 - -

13 177,20 - NH
CHs 24,72/ 27,44 1,60 (d, J = 7,8 Hz, 6H) CHs, Hs

15 129,25 - NH, H18, H19
16520 128,66 7,45 (t, J = 7,0 Hz, 2H) H20

17 126,41 7,58 (d, J = 6,1 Hz, 4H) -

18 124,89 8,75 (d, J = 6,5 Hz, 1H) -

19 126,41 7,58 (d, J = 6,1 Hz, 4H) -
2016 128,73 7,45 (t, J = 7,0 Hz, 2H) H16
SC-NH - 11,05 (s) -
C=N-NH - 15,21 (s) -

(«») Indica que os deslocamentos podem estar trocados devido a semelhanca do ambiente quimico
entre os carbonos.
Fonte: Préprio autor, 2023.

Na andlise dos espectros de RMN de H e 3C da tiossemicarbazona TSM4
foram observados 19 sinais para carbonos e 10 sinais para hidrogénios. Para H
(400 MHz, CDCI3), todos os sinais foram devidamente atribuidos as suas respectivas

integrais indicando em &x 1,58 ppm um simpleto para 6 hidrogénios referente aos
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hidrogénios metilicos. Seguido por mais dois simpletos referente a H3 e H4, com
deslocamento em 1,92 e 2,69 ppm, respectivamente, ambos integrados para dois
hidrogénios, tabela 5.

Em adic&o, foram observados sinais na regido de aromaticos sendo um duplo
tripleto em dn 7,58 ppm referente aos hidrogénios H7 e H8, um duplo dubleto em &H
8,16 ppm referentes aos hidrogénios H6 e H9, este apresentando um maior
deslocamento quimico devido a proximidade com atomos eletronegativos (N e O).
Ainda em regido aromatica, ha a presenca de um multipleto em &y 7,25 ppm, com
integral para um, referente & H18. Seguido de outros dois sinais com integral para
dois hidrogénios, sendo um tripleto em &n 7,39 ppm referente a H16 e H20. E um
dubleto em &n 7,77 ppm referente a H17 e H19. Em uma regido de maior
desblindagem revela-se dois sinais em on 9,49 e 12,23 ppm, sendo estes
caracteristicos dos hidrogénios do grupo funcional tiossemicarbazona, tabela 5.

Para *3C (100 MHz, CDClIs) todos os sinais foram devidamente atribuidos aos
carbonos da molécula, em &¢ 26,78 ppm um sinal referente aos carbonos metilicos e
em Oc 31,27 e 16,99 ppm um sinal para os carbonos metilénicos (C3 e C4). Além
disso, foi observado sinais em regido caracteristica de carbonos de anéis
aromaticos, bem como sinais referentes aos carbonos oxigenados em &c 154,95
ppm (C1a) e em &c 80,21 ppm (C2), sendo o primeiro com maior deslocamento
guimico pela proximidade ao atomo de nitrogénio do grupo imina. Em continuidade,
a carbonila cetbnica (C5) foi identificada em ©&c 183,13 ppm, sua regido
caracteristica, e a tiocarbonila (C13) em 6c 175,69 ppm. O carbono da imina (C10)
foi revelado em &¢ 128,33 ppm, tabela 5.

Por meio dos espectros bidimensionais foi possivel confirmar os carbonos da
molécula. Analisando o espectro *H,'*C-HMBC, em que permite a correlacdo dos
atomos de carbono e hidrogénio a duas e trés ligacbes, foi possivel verificar a
correlacdo de C5 com H4, bem como a correlagcdo entre o carbono C10 com NH,

reforcando a entrada do grupo tiocarbazona em C10, tabela 5.
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos (§) de RMN de 13C (100 MHz, CDCIs) e *H (400 MHz, CDCly), e
correlacdes C-H de TSM4.

HSQC HMBC
C Oc OH #3Jcn
la 154,95 - H4
2 80,21 - CHgs, H3, H4
3 31,27 1,92 (s, 2H) H4, CH;
4 16,99 2,69 (s, 2H) H3
4a 116,62 - H3, H4
5 183,13 - H4, H6
5a «~9a N&o observado - H7, H8
69 126,28 8,16 (dd, J=13,4e 7,9 Hz) H7, H8
78 129,49 7,58 (dt, J = 14,7 e 7,6 Hz, 2H) -
87 132,01 7,58 (dt, J = 14,7 e 7,6 Hz, 2H) -
96 126,28 8,16 (dd, J=13,4e 7,9 Hz) H7, H8
9a—ba N&o observado - H7, H8
10 128,33 - C=N-NH
13 175,69 - C=N-NH
15 137,61 - H16, H17, H19, H20
1620 129,00 7,39 (t, J = 7,3 Hz, 2H) H20
1719 123,91 7,77 (d,J =7,5Hz, 2H) H18, H19
18 126,44 7,25 -7,33 (m, 1H) H17, H19
1917 123,91 7,77 (d,J =7,5Hz, 2H) H17, H18
2016 129,00 7,39 (t, J = 7,3 Hz, 2H) H16
CHs 26,78 1,58 (s, 6H) H3, CH3
SC-NH - 9,49 -
C=N-NH - 12,23 -

(«») Indica que os deslocamentos podem estar trocados devido a semelhanca do ambiente quimico
entre os carbonos.
Fonte: Préprio autor, 2023.

Como as tiossemicarbazonas sintetizadas sdo semelhantes estruturalmente,
optou-se para a discussdo apenas da molécula TSM4. A andlise dos espectros
vibracionais na regido IV permitiu observar as principais bandas caracteristicas dos
grupos funcionais presentes na molécula. Indicando uma banda proximo de 3500
cm? caracteristica do grupo NH, uma banda em torno de 1600 cm™ referente a C=N,
seguido de uma banda préxima de 1000 cm™® mostrando o estiramento da
tiocarbonila. Observou-se uma banda intensa em 1700 cm referente a carbonila

cetbnica, além de bandas médias entre 1600 - 1400 cm das ligacées C=C de anel
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aromatico. Em adicdo, ha a presenca de bandas médias em torno de 1200 cm™ a
800 cm™ caracteristicas da ligacdo -C-O-C- e bandas de absorcdo entre 900-700 cm-
! correspondentes ao dobramento das ligacdes C-H de anel aromético (PAVIA et al.,
2010).

5.3 AVALIACAO FARMACOCINETICA in silico DAS
NAFTILTIOSSEMICARBAZONAS (TSM1 — TSM4)

Existem diversos critérios para avaliar nas substancias no decorrer do
processo de desenvolvimento de um farmaco, tendo como finalidade identificar
compostos aptos a atuarem de forma eficaz durante a farmacoterapia. Para isso é
necessario que as moléculas apresentem alto potencial biolégico, pouca toxicidade,
bem como, boa atuacdo e concentracdo no alvo. Diante disso, modelos
computacionais tém sido comumente empregados para avaliar a farmacocinética,
essa avaliacdo é dividida em parametros individuais chamados de ADME (absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecédo) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Desse
modo, as tiossemicarbazonas sintetizadas (TSM1 - TSM4) tiveram suas
propriedades farmacocinéticas avaliadas por meio de teste in silico utilizando o
Software ADMETLab 2.0.

A administracdo de um medicamento pode ocorrer por varias vias, entre estas
a via oral. A disponibilidade do medicamento na corrente sanguinea é considerada
um ponto crucial durante o processo de descoberta e desenvolvimento de um
medicamento, por isso a biodisponibilidade oral passa a ser um parametro relevante
nas fases iniciais de descoberta de farmacos (DAINA; ZOETE, 2020).

Com o objetivo de auxiliar o desenvolvimento de compostos bioativos com
propriedades fisico-quimicas desejadas foi criada a chamada regra dos cinco de
Lipinski, também denominada de regra dos cinco, ou “rule of five”/RO5 (SANTOS;
GONSALVES; ARAUJO, 2018). A partir da RO5 observa-se que as propriedades
moleculares que tém maior relevancia sdo: o log P; o numero de doadores de
ligagdo de hidrogénio (nDH); o numero de aceitadores de ligacdo de hidrogénio
(nAH) e o peso molecular (LIPINSKI et al.,, 2001). A regra também propde que
compostos com boa absorcéo e/ou permeacao é mais provavel de ocorrer quando a
molécula possui 0s seguintes parametros (todos multiplos de cinco): até 5 nDH; até
10 nAH; peso molecular até 500 daltons e log P calculado (ClogP) menor do que 5
(SANTOS; GONSALVES; ARAUJO, 2018).
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As propriedades fisico-quimicas das tiossemicarbazonas foram calculados
empregando o a ferramenta online ADMETlab 2.0 (https://admetmesh. scbdd.com/)
no moédulo de avaliagcdo farmacocinética (fungdo: “ADMET evaluation”), esta
ferramenta prevé treze propriedades fisico-quimicas que podem afetar no perfil
farmacocinético de um composto, sendo elas: peso molecular (MW), nimero de
anéis (nRig), carga formal (fChar), niumero de heterodtomos (nHet), nimero de
atomos no maior anel (MaxRing), numero de anéis (nRing), numero de ligacdes
rotacionaveis (nRot), area de superficie polar topoldgica (TPSA), nHD e nHA,
coeficiente de lipossolubilidade (LogP), LogP em pH fisiol6gico = 7,4 (LogD), e Log
da solubilidade aquosa (LogS). De acordo com a Regra dos cinco de Lipinski as
moléculas TSM1, TSM3 e TSM4 violam o LogP, sendo que apenas TSM2 apresenta
LogP<5, como o LogP é o coeficiente de particdo octanol/dgua, um parametro
relacionado a lipofilicidade de moléculas bioativas, o resultado fornecido permite
inferir a capacidade hidrofobica de TSM1, TSM3 e TSM4. Além disso, TSM3
apresenta peso molecular maior que 500 daltons, infringindo o quesito de MM
estabelecido. Considerando que até duas violagbes a RO5 é aceitavel, o resultado é
promissor (LIPINSKI et al., 2001), tabela 6.

Tabela 6 - Propriedades fisico-quimicas calculadas das naftiltiossemicarbazonas TSM1 — TSM4.

MM (g/mol) | nAH | nDH | LogP | TPSA | LogS Solubilidade

TSM1 391,14 5 2 6,26* 66,21 -6,53 Pouco soluvel
TSM2 471,09 8 3 4,55 120,58 | -2,34 Soluvel
TSM3 517,03* 5 2 6,86* 66,21 -3,65 Soldvel
TSM4 391,14 5 2 6,42* 66,21 -6,90 Pouco soluvel

Legenda: MM: massa molar; AH: nimero de grupos aceitadores de ligacbes de hidrogénio; DH:
namero de grupos doadores de ligagBes de hidrogénio; LogP: coeficiente de particdo octanol/agua.
* Violagédo das ROS.

Fonte: Préprio autor, 2023.

Considerando que a via oral de administracdo de farmacos € confortavel para
0 paciente, promovendo a adesdo ao tratamento, e apresenta baixo custo, a
avaliacao do potencial de absorcéo por via oral torna-se importante parametro a ser
analisado durante o planejamento de farmacos. A absorcdo oral estéd relacionada
com a solubilidade aquosa (LogS) dos compostos. Para avaliar a biodisponibilidade
oral utilizou-se as seguintes escalas: acima de 0 (altamente soluvel), entre 0 e -2
(muito soluvel), entre -2 e -4 (soltvel), entre -4 e -6 (moderadamente soluvel), entre -
6 e -10 (pouco soluvel) e abaixo de -10 (insoltuvel) (SUN; AGYEI; JI, 2020). A analise
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permitiu identificar que TSM1 e TSM4 apresenta uma baixa solubilidade aquosa.
Enquanto TSM2 e TSM3 séo substancias soluveis em agua, tabela 6.

Como complemento, e visando prever a biodisponibilidade oral de uma
substancia de forma mais assertiva, outros parametros fisico-quimicos previstos sédo
apresentados na forma de grafico tipo “teia de aranha” pelo ADMETlab 2.0, onde se
estabelece os valores maximos (coloracdo salmédo) e minimos (coloracdo rosa) de
cada parametro. No grafico das tiossemicarbazonas nota-se que tanto o LogP
quanto o LogD de TSM1, TSM3 e TSM4 tiveram seus limites maximos extrapolados
(LogP 0 — 3; LogD 1 — 3), para TSM2, apenas o LogP foi excedido. Por outro lado, o
LogS (-4 — 0,5) de TSM1 e TSM4 apresentaram valores inferiores a -4, figura 27
(pagina 51).

Além das propriedades fisico-quimicas, a ferramenta online ADMETlab 2.0
calculou dados relacionados a cada etapa da farmacocinética. No que se refere a
absorcdo, foi avaliada a permeabilidade em linhagens celulares de adenocarcinoma
de cdlon humano (Caco-2) e de rim canino Madin-Darby (MDCK). A permeabilidade
em Caco-2 e MDCK séo parametros que estdo sendo empregados para avaliagao in
vitro da eficiéncia de absorcédo de produtos quimicos no corpo. Para permeabilidade
em células MDCK todas as tiossemicarbazonas foram classificadas como
excelentes, ja para a permeabilidade em Caco-2 apenas o TMS2 apresentou
permeabilidade menor que -5,15 log cm/s, tabela 7. A absorcéo intestinal humana
(AIH) e a biodisponibilidade oral 30% (BOso%) S&0 parametros empregados para
verificar a eficiéncia de liberacdo do farmaco na circulacdo quando administrados
por via oral. Todas as tiossemicarbazonas avaliadas foram classificadas com AlH
excelente, ou seja, a absorcao intestinal € maior que 30%. E 0 BOzoy foi excelente
para TSM1, TSM3 e TSM4, e classificado como médio para TMS2, tabela 7 (pagina
52).

A glicoproteina P (Gp-P) € uma proteina de membrana de transporte ativo,
sendo um importante transportador de efluxo com baixa seletividade, ou seja,
reconhece varios xenobioticos estruturalmente diferentes. TSM1, TSM2 e TSM3
apresentaram probabilidade mediana para atuarem como inibidores da Gp-P, esse é
um dado promissor, visto que a Gp-P esta relacionada com a resisténcia a multiplas
drogas utilizadas para o tratamento de alguns tipos de tumores, a proteina promove

ativamente a saida de quimioterapicos do interior da célula. E todas as
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tiossemicarnazonas provavelmente ndo sao substratos para a Gp-P, tabela 7

(pagina 52).

Figura 27. Representacdo gréfica tipo “teia de aranha” da analise das propriedades fisico-quimicas

para as tiossemicarbazonas TSM1 — TSM4
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Tabela 7 — Dados de previsdo do metabolismo das tiossemicarbazonas TSM1 — TSM4.

ABSORCAO TSM1 TMS2 TMS3 TSM4
Caco-2 (> -5,15 log cm/s) -4,62 -5,65 -4,64 -4,59
MDCK (>2 x 10 -5 cm/s) 1,8x10° 1,7x10° 1,8x10° 1,8x10°
AlH excelente médio excelente excelente
BOso% excelente médio excelente excelente
Gp-P —inibidor Médio Ruim Médio Médio
Gp-P - substrato Ruim Ruim Ruim Ruim
DISTRIBUICAO

LPP (= 90%) > 100% > 100% > 100% > 100%
BHE N&o atravessa N&o atravessa N&o atravessa N&o atravessa

METABOLISMO

Inibidor ++ ++ ++ ++
CYP1A2
Substrato ++ -- + i+
Inibidor +++ --- ++ 4+
CYP2C19
Substrato + ++ ¥ T
Inibidor ++ ++ ++ T+
CYP2C9 Substrato +4++ +++ +++ +4++
Inibidor - --- -- B
CYP2D6
Substrato ++ -- " —
Inibidor -- --- -- -
CYP3A4
Substrato -- - - - -
EXCRECAO
CL* 1,88 0,90 1,66 1,93
Tiz 0,28 0,27 0,56 0,25

A unidade CL ->15 mL/min/kg: depuracdo elevada; 5-15 mL/min/kg: depuracdo moderada; <5

mL/min/kg: depuracéo baixa.

Fonte: Préprio autor, 2023.

O quesito distribuicdo foram avaliados grau de ligacdo as proteinas

plasmaticas (LPP) e capacidade em atravessar a barreira hematoencefalica (BHE).

Todas as tiossemicarbazonas foram avaliadas com capacidade de LPP superior a

100%, onde o ideal seria < 90%, pois apenas a porc¢ao do farmaco livre na circulacao

alcanca seus alvos. Contudo, todos o0s compostos analisados se mostraram

incapazes em atravessar a BHE, esse é um dado positivo, visto que o alvo dos

compostos é periférico, tabela 7.
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Os farmacos apoOs efetuarem a sua acdo no organismo precisam ser
metabolizados, esse processo é chamado de biotransformacdo. A biotransformacao
€ um importante mecanismo de defesa contra xenobi6ticos. Dessa forma, foi
avaliada a capacidade de interacbes das tiossemicarbazonas com a superfamilia
das enzimas do citocromo P450, os quais serdo caracterizados como inibidores ou
nao inibidores, substratos ou ndo substratos. As enzimas do citocromo P450 fazem
parte do principal sistema enzimatico que promove o0 metabolismo oxidativo dos
farmacos, e dentre essas enzimas podem ser destacadas as principais isoformas:
CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4, pois sdo responsaveis por mais
de 90% do metabolismo oxidativo dos farmacos disponiveis (BRUNTON, 2012).
Todas as tiossemicarbazonas foram avaliadas como substrato de no minimo 3
isoformas das enzimas do complexo P450, e atuando como inibidora de no maximo
3 isoformas. O resultado mostra que 0s compostos possivelmente serdo bem
metabolizados, e ndo irdo interferir com o metabolismo de outras drogas, 0 que
minimiza possiveis interagcdes medicamentosas, tabela 7.

O parametro de excrecao, a ultima etapa da farmacocinética, por sua vez, foi
avaliado através de dois quesitos: taxa de clearence renal (CL) e calculo de meia
vida plasmatica (Tw). CL significa a depuracdo de um medicamento e é prevista em
mL/min/kg, demonstrando que ao apresentar um valor de CL >15 mL/min/kg a
molécula é classificada com uma alta depuracdo; entre 5-15 mL/min/kg uma
depuracdo moderada e <5 mL/min/kg apresenta uma depuracdo baixa. O tempo de
meia-vida, por sua vez, é medido em horas, desse modo, tém-se a definicdo de
meia-vida curta para as moléculas que apresentarem um tempo menor que 3 h e
meia-vida longa para as que possuem tempo maior que 3h (XIONG et al., 2021).
Como demonstrado na tabela 7, a série de tiossemicarbazonas apresentaram tempo
de meia vida plasmatica inferior a 3 h, sendo assim consideradas como meia-vida
curta, bem como baixa depuracao plasmatica.

Em adicéo, foi realizado o teste de toxicidade in silico utilizando o ProToxll
(https://tox-new.charite.de/protox_I1/), uma ferramenta online. Os critérios estudados
foram: hepatotoxicidade (HT), imunotoxicidade (IM), citotoxicidade (CT),
mutagenicidade (MT), dose oral letal aguda média em ratos (DLso) e
carcinogenicidade (CG). Quanto a DLsp algumas classificacdes sao estabelecidas:

compostos fatais (DLso < 50 mg/kg); compostos toxicos (50 mg/kg < DLsp < 300
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mg/kg); compostos nocivos (300 mg/kg < DLsp < 2000 mg/kg); compostos
prejudiciais (2000 mg/kg < DLsp < 5000 mg/kg) e compostos ndo toxicos (DLso >
5000 mg/kg) (SEPULVEDA-ROBLES et al., 2019; DRWAL et al., 2014).

De acordo com as predic¢des realizadas foi possivel concluir que as moléculas
TSM1, TSM2 e TSM3 sado consideradas ndo toxicas, e TSM4 prejudicial, isso
considerando os valores de DLsg obtidos, visto que se trata da dose necessaria para
provocar a morte de 50% de uma dada populacdo submetida ao estudo. TSM1,
TSM3 e TSM4 foram considerados toxica ao figado, quanto a imunotoxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade nenhum composto foi ativo, contudo, apenas TSM3
ndo tem o potencial de carcinogenicidade, tabela 8. Este é um resultado promissor,
considerando que as moléculas foram planejadas para atuarem como antitumorais,
visto que farmacos dessa classe, em geral, tém potencial carcinogénico (MARTINS;
HVD, 2004).

Tabela 8 — Dados de toxicidade preditas para as tiossemicarbazonas TSM1 — TSM4.

DLso (g/kg) HT* IM* CT* MT* CG*
TSM1 8 Ativo (54%) Inativo (96%) Inativo (76%) Inativo (52%) Ativo (52%)
TSM2 8 Inativo (51%) Inativo (77%) Inativo (65%) Inativo (53%) Ativo (54%)
TSM3 8 Ativo (58%) Inativo (93%) Inativo (71%) Inativo (53%) Inativo (52%)
TSM4 2 Ativo (53%) Inativo (98%) Inativo (76%) Inativo (52%)  Ativo (51%)

Legenda: DLso: dose oral média letal aguda em ratos; HT: hepatotoxicidade; IM: imunotoxicidade; CT:
citotoxicidade; MT: mutagenicidade; CG: Carcinogenicidade.
* Probabilidade do resultado.

Diante dos resultados do perfil farmacocinético ADMET das
naftiltiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4) é possivel inferir que estes compostos sdo
promissores candidatos a farmacos. Visto que, o0s compostos tém aceitavel

absorc¢ao por via oral, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e baixa toxicidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresentou a sintese de uma série de
naftiltiossemicarbazonas inéditas denominadas de TSM1, TSM2, TSM3 e TSM4,
estas foram caracterizadas e identificadas. TSM1, TSM3 e TSM4 foram obtidos com
rendimento de 82%, 84% e 71%, respectivamente, enquanto TSM2 foi obtido com
13% de rendimento. As moléculas sintetizadas tiveram suas estruturas moleculares
caracterizadas por técnicas uni e bidimensional de RMN de 'H e 13C e
espectroscopia de V.

Os resultados do ensaio ADMET in silico indicaram que as
tiossemicarbazonas (TSM1 — TSM4) apresentam propriedades farmacocinéticas
promissoras, sendo a maior parte delas bem absorvidas por via oral, e assim,
reforcando que as moléculas se encontram aptas para dar continuidade com os

ensaios in vivo.
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APENDICE A

Figura A1 — Espectro de RMN de *H (400 MHZ, CDCls) do lapachol (Lap)
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Figura A2 - Espectro de RMN 3C (100 MHZ, CDClIs) do Lapachol (Lap)
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APENDICE B

Figura B1 - Espectro de RMN H (400 MHZ, DMSO-ds) da B-lapachona (Blap1)
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Figura B2 - Espectro de RMN 3C (100 MHZ, DMSO-ds) da B-lapachona (Blap1)
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APENDICE C
Figura C1 - Espectro de RMN H (400 MHZ, DMSO-ds) do acido B-lapachona-3-sulfénico (Blap2)
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Figura C2 - Espectro de RMN 3C (100 MHZ, DMSO-ds) do &cido B-lapachona-3-sulfénico (Blap2)
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APENDICE D
Figura D1 - Espectro de RMN H (400 MHZ, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (Blap3)
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Figura D2 - Espectro de RMN 3C (400 MHZ, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (Blap3)
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APENDICE E
Figura E1 - Espectro de RMN *H (400 MHZ, CDCls) da g-lapachona (alap)
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Figura E2 - Espectro de RMN 3C (400 MHZ, CDCl;) da o-lapachona (glap)
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APENDICE F
Figura F1 — Espectro de RMN 1H (400 MHZ, CDCl3) de TSM1
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Figura F2 — Espectro de RMN de *3C (100 MHZ, CDCl;) de TSM1
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Figura F3 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (100 MHz, CDCI3) de TSM1
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Figura F4 - Espectro de RMN de 'H,'H-COSY (400 MHz, CDCl3) de TSM1
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Figura F5 - Espectro de RMN de H,*C-HSQC (400 MHz, CDCl3) de TSM1
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Figura F6 - Espectro de RMN de 'H,'*C-HMBC (400 MHz, CDCI3) de TSM1
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Figura F7 — Espectro de IV de TSM1
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APENDICE G
Figura G1 - Espectro de RMN de 'H (400 MHZ, DMSO-dg) de TSM2
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Figura G2 - Espectro de RMN de 3C (100 MHZ, DMSO-ds) de TSM2
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Figura G3 - Espectro de RMN de 13C-DEPT 135° (100 MHZ, DMSO-dg) de TSM2
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Figura G4 - Espectro de RMN de 'H,'H-COSY (400 MHz, DMSO-ds) de TSM2
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Figura G5 - Espectro de RMN de 1H,13C-HSQC (400 MHz, DMSO-ds) de TSM2
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Figura G6 - Espectro de RMN de 'H,13C-HMBC (400 MHz, DMSO-ds) de TSM2
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Figura G7- Espectro de IV de TSM2
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APENDICE H
Figura H1 - Espectro de RMN de H (400 MHZ, DMSO-ds) de TSM3
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Figura H2 - Espectro de RMN de **C (100 MHZ, DMSO-ds) de TSM3
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Figura H3 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (100 MHz, DMSO-ds) de TSM3
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Figura H4 - Espectro de RMN de 'H,'H-COSY (400 MHz, DMSO-ds) de TSM3
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Figura H5 - Espectro de RMN de 'H,3C-HSQC (400 MHz, DMSO-ds) de TSM3
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Figura H6 - Espectro de RMN de H,13C-HMBC (400 MHz, DMSO-dg) de TSM3
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Figura H7 - Espectro de IV de TSM3
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APENDICE |
Figura I1 - Espectro de RMN de *H (400 MHZ, CDCl;) de TSM4
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Figura 12 - Espectro de RMN de *3C (100 MHZ, CDClz) de TSM4
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Figura 13 — Espectro de RMN de ¥*C-DEPT 135° (100 MHz, CDCl;) de TSM4
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Figura 14 - Espectro de RMN de *H,'H-COSY (400 MHz, CDCls) de TSM4
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Figura I5 - Espectro de RMN de *H,*C-HSQC (400 MHz, CDCl3) de TSM4
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Figura 16 - Espectro de RMN de *H,"*C-HMBC (400 MHz, CDCI®) de TSM4
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Figura |7 - Espectro de IV de TSM4
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APENDICE J

Figura J1. Resultado da anlise in silico do TSM1
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Figura J2. Resultado da analise in silico do TSM2
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Figura J3. Resultado da andlise in silico do TSM3

#Home [ ADMET Evglugtion / Evaluation Results

cci(c)oc2e(c(0) c(N=Nc(=s)Ncaccceed)caceoce23)CCll | I

Upper Limit Lawsr Limit ) Compourd Propertics
MW

Luy? Ry

Lug® Chian

gl nl et

nHA M axRing

TREA nRot

Fhysicochemical Property

Molecular Weight (MW) 517.030 e
Volume 422834 o
Density 1223 [ ]
nHA 5 @
nHD 2 @
nRot 4 o
nRing 4 o
MaxRing 14 o
nHet 7 (]
fChar 0 (]
nRig 24 (]
Flexibility 0167 e
Stereo Centers 1 o
TPSA 66.210 @
logs -3.650 @
logP 6.861 @
logD 5.017 @



Medicinal Chemistry
QED 0175
SAscore 3.728
Fsp® 0227
MCE-18 77333
NPscore 0.305
Lipinski Rule Rejected
Pfizer Rule Rejected
G5K Rule Rejected
Golden Triangle Rejected
PAINS 1
alert(s)
ALARM NMR Rule 7
olertl:s)
BMS Rule 2
olert(s)
Chelator Rule 0
alert(s)
Absorption
Caco-2 Permeability -4.644
MDCK Permeability 1.8e-05
Pgp-inhibitor -
Pgp-substrate —_—
HIA -_
Faox —_
Faox -
Distribution
PPB 101.294%
vD 7504
BEB Penetration —
Fu 0.790%
Metabollam
CYPIA2 inhibitor ++
CYPIAZ2 substrate ++
CYP2CI19 inhibitor L]
CYP2C19 substrate +
CYP2C9 inhibitor ++
CYP2C9 substrate +++

CYP2D6 inhibitor
CYP2D6 substrate
CYP3A4 inhibitor
CYP3A4 substrate

(=)

Toxdchty

hERG Blockers
H-HT

DiILI

AMES Toxicity

Rat Oral Acute Toxicity
FDAMDD

Skin Sensitization
Carcinogencity

Eye Corrosion

Eye Irritation
Respiratory Toxicity
Erironmental Toodefty
Bioconcentration Factors
IGCsg

LCgpFM

LCsoDM

Tex2] Pathweay
NR-AR

NR-AR-LBD
NR-AhR
NR-Aromatase
NR-ER

NR-ER-LBD
NR-PPAR-gamma
SR-ARE

SR-ATADS

SR-HSE

SR-MMP

SR-p53
Taxdcophons Rulss
Acute Toxicity Rule

Genotoxic Carcinogenicity Rule
NonGenotoxic Carcinogenicity Rule
Skin Sensitization Rule

Aquatic Toxicity Rule
NonBiodegradable Rule

SureChEMBL Rule

® o0 0 00
oo oo0O0QO0QOOC

+++

2.655
5.016
6.167

Qoo eo

5.866

+
oo o000 QO0OQOOCOOO

L L]

++

++

++

alert(s)
o
alert(s)
alert(s)
o)

alert(s)

alert(s)

108



cL 661 ® ©
Tij2 0257 ]

This website provides easy access to comprehensive,
accurate and efficient prediction of ADMET profiles for
chemicals. The prediction is founded on a high-quality
database of 0.25M entries spanning 53 endpoints and multi-
task graph attention framework.

The webtool is described in detail here: ADME

Ti}ab

rated online platform for

urate and compre

ions of ADME Acids Res, 2021

/1):W5-W14. PMID

Xiangya school of Pharmaceutical Sciences, Central South
university. All rights reserved.

109

FAF-Drugs4 Rule 5 [ ]
alert(s)

Tip: For the classification endpoints , the prediction

probability values are transformed into six symbols:
0-0.1(---), 01-0.3(--), 0.3-0.5(-), 05-0.7(+), 0.7-

09(++),and 0.9-1.0(+++).

ey 2000

E-mail:

Copyright © 2020 All Rights Reserved by



Figura J4. Resultado da analise in silico do TSM4
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