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RESUMO

O tratamento quimioterapico do cancer é realizando empregando farmacos que
devem suprimir células neoplasicas. Contudo, a maioria desses agentes atuam
lesando tanto células tumorais quanto ndo tumorais. Pesquisas que buscam novos
compostos antitumorais sao relevantes, destacando-se aqueles com variedade de
atividades bioldgicas, como as naftoquinonas e as tiossemicarbazonas. Essas duas
classes de compostos vem despertando o interesse da Quimica Medicinal por suas
atividades biolégicas, dentre estas a antitumoral. Logo, sabendo das propriedades
citotdxicas contra células tumorais das naftoquinonas e tiossemicarbazonas, foram
planejados quatro naftoquinonas e quatro derivados tiossemicarbazonas inéditos.
Para a obtencdo das moléculas, foram sintetizados os derivados naftoquinénicos: a
B-lapachona (2), o acido-3-B-lapachona sulfénico (3), a 3-iodo-B-lapachona (4), e a
a-lapachona (5), a partir do lapachol (1), extraido do cerne do caule do ipé amarelo
(Tabebuia sp.). Em seguida, os derivados naftoquindnicos (2 — 5) foram submetidos
a reacfes com 4-metil-3-tiossemicarbazida, em meio acido, para formacédo das
tiossemicarbazonas inéditas (TSMM1-TSMM4). As tiossemicarbazonas foram
obtidas com rendimentos de 87%, 73%, 63% e 57%, respectivamente. As
naftoquinonas e o0s derivados tiossemicarbazonas tiveram suas estruturas
moleculares confirmadas por espectro de RMN 'H e 3C uni e bidimensionais,
espectro na regido do infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM). As
naftoquinonas e as tiossemicarbazonas tiveram seus resultados farmacocinéticos
ADMET in silico determinados, observou-se que todos 0s compostos apresentaram
aceitavel absorcéo oral, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e baixa toxicidade. A
citotoxicidade dos compostos foi avaliada através do ensaio de MTT (brometo de 3-
(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) frente a quatro linhagens celulares
humanas, nomeadas, L929 (fibroblastos de camundongo, ATCC® CCL-1™), B16-
F10 (melanoma murino, ATCC CRL-6475™), CT26.WT (carcinoma de célon murino,
ATCC CRL-2638™) e 4T1 (cancer de mama murino, ATCC CRL-2539™). Os
resultados mostram que a modificacdo de 2, 4 e 5, gerando as tiossemicarbazonas
inéditas TSMM1, TSMM3 e TSMM4 foi favoravel, por serem derivados mais seletivos
para células tumorais. Sendo, estas classes de compostos fortes candidatos a novos

farmacos.
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ABSTRACT

Cancer treatment involves drugs that suppress neoplastic cells. However, most of
these agents act by damaging both tumor and non-tumor cells. Research looking for
new antitumor compounds is relevant, highlighting those with a variety of biological
activities, such as naphthoquinones and thiosemicarbazones. Which has been
arousing interest in Medicinal Chemistry due to its biological activities, including
antitumor. Therefore, knowing the cytotoxic properties against tumor cells of
naphthoquinones and thiosemicarbazones, four naphthoquinones and four new
thiosemicarbazone derivatives were planned. To obtain the molecules,
naphthoquinone derivatives were synthesized: B-lapachone (2), 3-B-lapachone
sulfonic acid (3), 3-iodo-B-lapachone (4), and a-lapachone (5), from lapachol (1),
extracted from the heartwood of the yellow ipé (Tabebuia sp.) stem. Next, the
naphthoquinone derivatives (2 — 5) were subjected to reactions with 4-methyl-3-
thiosemicarbazide, in an acidic medium, to form the new thiosemicarbazones
(TSMM1-TSMM4). Thiosemicarbazones were obtained in yields of 87%, 73%, 63%
and 57%, respectively. Naphthoquinones and thiosemicarbazone derivatives had
their molecular structures confirmed by one- and two-dimensional *H and 3C NMR
spectra, spectra in the infrared region (IR) and mass spectrometry (MS).
Naphthoquinones and thiosemicarbazones had their ADMET pharmacokinetic results
determined in silico, it was observed that all compounds showed acceptable oral
absorption, distribution, metabolism, excretion and low toxicity. The cytotoxicity of the
compounds was evaluated using the MTT assay (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) against four human cell lines, named L929 (mouse
fibroblasts, ATCC® CCL-1™), B16-F10 (murine melanoma, ATCC CRL-6475™),
CT26.WT (murine colon carcinoma, ATCC CRL-2638™) and 4T1 (murine breast
cancer, ATCC CRL-2539™). The results show that the modification of 2, 4 and 5,
generating the new thiosemicarbazones TSMM1, TSMM3 and TSMM4, was
favorable, as they are more selective derivatives for tumor cells. These classes of

compounds are strong candidates for new drugs.

Keywords: Schiff base; Antitumor; Medicinal Chemistry.
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1 INTRODUCAO

O céancer é uma disfuncéo na reproducéo celular gerada a partir de mutacoes,
originando tumores locais em partes do corpo. Trata-se da segunda principal causa
de morte no mundo, sendo responsavel por cerca de 9,6 milhdes de mortes em
2018. Até 2025, sao esperados 704 mil novos casos de cancer no Brasil. De acordo
com o tipo e a gravidade do céncer, o tratamento é realizado através de cirurgia de
retirada do tumor, radioterapia e da quimioterapia, ou ainda, pela combinacéo
dessas técnicas. Dentre estas, a quimioterapia € o principal método (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2019; INCA, 2023).

Na quimioterapia o tratamento do céancer é feito com medicamentos
antineoplasicos que devem suprimir as células neoplasicas preservando as normais.
Contudo, a maioria desses agentes atua lesando tanto células tumorais quanto as
ndo tumorais (ALMEIDA et al., 2005; GUIMARAES et al., 2017). Além disso, a
maioria dos quimioterapicos disponiveis apresentam baixa biodisponibilidade,
resisténcia e alta toxicidade (HUANG et al., 2014; YADAV et al.,, 2015). Sendo
necessaria a busca por novos candidatos anticAncer, mais seletivos e que
apresentem um efeito citotoxico menor/ou ausente as células normais do corpo
(NAYAK et al., 2021).

Duas classes de compostos tém chamado atencdo dos pesquisadores,
quanto a sua variedade de atividades bioldgicas: as naftoquinonas e as
tiossemicarbazonas. As naftoquinonas sdo metabdlitos secundérios produzidos por
plantas, algas, fungos e animais (BARBOSA; DINIZ NETO, 2013). As naftoquinonas
naturais e derivados sintéticos apresentam atividades biolégicas, como:
leishmanicida, antimicrobiana, antifangica, antitumoral, moluscicida, tripanocida, anti-
inflamatdria, inibidoras da topoisomerase, inibidora da transcriptase reversa
(FERREIRA et al., 2010). O lapachol (1) € um exemplo de naftoquinona encontrado
em plantas da familia Bignoniaceae. Estudos sobre a atividade farmacologica de
derivados do lapachol (1) mostraram as potencialidades destes compostos em
varias linhagens de tumores (MARQUES et al., 2020).

As tiossemicarbazonas constituem um grupo molecular com estrutura geral
R2C=N-NH-CS-NR2. Compostos contendo este grupo funcional tém apresentado

variadas atividades bioldgicas, tais como: atividade antibacteriana, antiparasitaria,
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antiviral, anitumoral e leishmanicida. A agéo antitumoral das tiossemicarbazonas nao
é totalmente conhecida, mas estudos mostram que sua acéo citotoxica pode ocorrer
pela inibicdo do ribonucleotideo redutase, enzima necesséria para sintese do DNA
ou pela inibicdo da topoisomerase, responsavel por regular a topologia do DNA
durante a divisao celular (OLIVEIRA et al., 2019).

Assim, com o intuito de produzir novos compostos antitumorais, e
considerando as potencialidades biolégicas das naftoquinonas e do grupo funcional
tiossemicarbazona, o0 presente trabalho traz o planejamento, sintese e
caracterizacdo de quatro 4-metiltiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) inéditas,

com potencial antitumoral, derivadas do lapachol (1), Figura 1.

Figura 1 - Estrutura molecular das 4-metiltiossemicarbazonas propostas (TSMM1 —
TSMM4).

Lapachol (1)

R-H (TSMM1)
R - SOzH (TSMM2) (TSMM4)
R -1 (TSMM3)

Fonte: Préprio autor, 2024.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Sintetizar, purificar e caracterizar quatro 4-metiltiossemicarbazonas inéditas
com potencial antitumoral (TSMM1 — TSMM4) e, em seguida, realizar a avaliagao da
citotoxicicdade frente a diferentes linhagens de células tumorais e avaliar o perfil

farmacocinético in silico.

2.2 ESPECIFICOS

¢ Sintetizar e purificar a B-lapachona (2), o acido-p-lapachona-3-sulfénico (3), a 3-
ilodo-B-lapachona (4) e a a-lapachona (5);

e Preparar, purificar e caracterizar as 4-metiltiossemicarbazonas inéditas (TSMM1 —
TSMM4);

e Avaliar o potencial citotoxico in vitro das naftoquinonas (2 — 5) e das 4-
metiltiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4);

e Avaliar a atividade in silico das naftoquinonas (2 — 5) e 4-metiltiossemicarbazonas
inéditas (TSMM1 — TSMM4) inéditas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CANCER

O céncer é o principal problema de saude publica no mundo. Na maioria dos
paises, corresponde a primeira ou a segunda causa de morte antes dos 70 anos. De
acordo com o Instituto Nacional de Céancer sdo esperados 704 mil novos casos da
doenca no Brasil até 2025, com destaque para as regides Sul e Sudeste, que
apresentam cerca de 70% dos casos do pais (INCA, 2023).

Cancer € um termo que abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas
malignas que tém em comum o crescimento desordenado de células, que podem
invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a distancia. Dividindo-se rapidamente, estas
células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacéo de
tumores, que podem espalhar-se para outras regidbes do corpo. O tratamento do
cancer é feito com medicamentos antineoplasicos que devem suprimir as células
neoplasicas. Contudo, a maioria desses agentes atuam lesando tanto células
tumorais quanto as ndo tumorais, como também, a maioria dos quimioterapicos
disponiveis apresentam baixa biodisponibilidade, resisténcia e alta toxicidade
(HUANG et al., 2014; YADAV et al., 2015; NAYAK et al., 2021; INCA, 2023).

Diante de tal cenario, nota-se a necessidade de buscar novos agentes
terapéuticos anticancer, que apresentem efeitos citotoxicos menores as células
saudaveis (NAYAK et al., 2021). Por isso, o estudo de novas moléculas bioativas

como alternativas antineoplasicas tem se intensificado nas ultimas décadas.

3.2 NAFTOQUINONAS

As naftoquinonas sao substancias que possuem um anel quinonoidico
sustentado por um anel naftaleno, que podem apresentar duas carbonilas, em
posi¢do 1,2-naftoquinona ou 1,4-naftoquinona. A atividade biolégica dessa classe de
compostos se deve a sua capacidade de atuar no transporte de elétrons e a partir da
geracdo de espécies reativas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio, radicais
hidroxila e anions radicais superoxido, e induzir o estresse oxidativo em células
(SILVA, 2021).

As naftoquinonas apresentam ampla atividade biolégica, como: acédo
bactericida, fungicida, antiparasitaria, inseticida, antitumoral, efeito sedativo e
larvicida (COSTA et al., 2015, SOUZA, 2018). Uma das naftoquinonas naturais mais
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estudadas € o lapachol (1), um dos principais representantes do grupo de quinonas
presente em espécies do género Tabebuia sp. (LOPES, 2020).

O lapachol (1) € uma para-naftoquinona de coloracdo amarela e baixa
solubilidade em agua (LOPES, 2020). Conhecido desde o ano de 1858 é encontrado
como constituinte de plantas das familias Bignoniaceae, Verbenaceae e Proteaceae.
Contudo, sua ocorréncia é maior na familia Bignoniaceae, particularmente no género
Tabebuia (Tecoma) (SALUNKE-GAWALI et al., 2017). Esta naftoquinona natural
possui acdo contra o parasito leishmania, fazendo desse grupo fonte de estudos em
todo o mundo. Em seu artigo, Miranda e colaboradores (2023) demonstraram a
eficacia citotoxica do lapachol (1) para o tratamento do cancer de mama, sendo
capaz de melhorar controle do crescimento tumoral e reducdo da metastase
pulmonar em um modelo murino de cancer de mama.

A B-lapachona (2) € uma orto-naftoquinona natural derivada do lapachol (1),
em razdo do seu potencial biologico, é o isbmero mais promissor (COSTA, 2022).
Existem trés principais estratégias para desenvolver compostos naftoquinoidais
bioativos: a modificacdo no anel C, com a insercdo de halogénios e grupos
retiradores de elétrons na B-lapachona (2), figura 2. A modificacdo do centro redox,
explorando a reatividade das carbonilas por meio de reacdes de adicdo ou
cicloadicdo; e a modificacdo do anel A, essa € a porcdo menos reativa, existe
algumas estruturas com modificagdes no anel A, como por exemplo a sintetizada por
Da Rocha e colaboradores (2011), figura 2. Nas rea¢des de adicdo, a modificacao
estrutural acontece em uma das carbonilas, gerando derivados monossubstituidos.
Ja nas reacOes de cicloadicdo, a modificacdo estrutural acontece nas duas
carbonilas, gerando derivados ciclicos (DE CASTRO; EMERY; DA SILVA JUNIOR,
2013), figura 2. Ferreira e colaboradores (2011) obtiveram a B-lapachona modificada
no anel C. Di Chenna e colaboradores sintetizaram derivados imina a partir da B-
lapachona, por modificacdo no centro redox (DI CHENNA, et al., 2001; DE CASTRO;
EMERY:; DA SILVA JUNIOR, 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lung-metastasis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lung-metastasis
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Figura 2 - Principais modifica¢cdes para desenvolver compostos naftoquinoidais

bioativos.
O ’
o’
—_— \I
OH :
(0] ' Centro redox
Lapachol (1) B-lapachona (2)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Na literatura encontra-se resultados promissores relacionados com a acao
antitumoral da B-lapachona (2). Yang e colaboradores, (2017) confirmaram a
atividade anticancer da B-lapachona (2) em ensaios clinicos de fase Il para o
tratamento do cancer de pancreas. Além da [B-lapachona (2), outros compostos
derivados do lapachol (1) tém sido estudados quanto a sua atividade antitumoral,
como: o acido-B-lapachona-3-sulfénico (3), 3-iodo-B-lapachona (4) e a a-lapachona
(5), Figura 3. A atividade antitumoral da a-lapachona (5) foi demonstrada nos
estudos de Krishnsan e colaboradores (2000, 2001) destacando que a a-lapachona
(5) é inibidor da topoisomerase-Il. Logo, pode ser um composto com potencial para o

desenvolvimento de farmacos no tratamento de tumores resistentes a mdultiplas

drogas.

Figura 3 - Estrutura molecular do lapachol (1), B-lapachona (2), &cido-B-lapachona-
3-sulfénico (3), 3-iodo-B-lapachona (4) e a-lapachona (5).

Lapachol (1) B-lapachona (2) acido-p-lapachona-  3-iodo-p-lapachona (4)  o-lapachona (5)
3-sulfonico (3)

Fonte: Préprio autor, 2024.

De Andrade-Neto e colaboradores (2004) em seus estudos testaram o &cido
3-sulfénico-B-lapachona (3) in vitro contra o Plasmodium falciparum, agente

causador da forma maligna da malaria, e obteve 98% de inibicdo do parasita. Ja a 3-
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iodo-B-lapachona (4) demonstrou ter propriedades anti-inflamatérias, antitumorais e
antimicrobianas (ANTUNES et al., 2006; DIAS et al., 2018).

3.3 TIOSSEMICARBAZONAS: QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA

As tiossemicarbazonas sdo compostos com a seguinte estrutura geral
R2C=N-NH-CS-NR2, podendo assumir a configuragdo sin ou anti em relacdo ao
atomo de nitrogénio da imina e o atomo de enxofre. As tiossemicarbazonas nao
substituidas na posicdo N-4 apresentam atomo de enxofre em posicdo anti em
relacdo ao nitrogénio da imina, possibilitando a ocorréncia de ligacado de hidrogénio
entre o nitrogénio da imina e hidrogénio da tioamida. O arranjo estrutural muda ao
adicionar grupos substituintes na posicdo N-4, favorecendo a conformacéo sin
(TENORIO et al., 2005, REIS, 2011).

A sintese das tiossemicarbazonas pode ocorrer de forma direta, através da
reacdo de aldeidos e/ou cetonas com tiossemicarbazidas comerciais, ou de forma
indireta, através da preparacao prévia das tiossemicarbazidas para entédo reagir com
aldeido/cetona. Esse processo pode ser entendido a partir da teoria acido-base de
Lewis, ja que o aldeido e/ou cetona (composto carbonilado) atua como &cido de
Lewis, deficiente em elétrons, e a tiossemicarbazida atua como base de Lewis,
realizando o ataque nucleofilico no carbono carbonilico, figura 4 (REIS, 2011).

As tiossemicarbazonas sdo obtidas como misturas de isdbmeros Ee Z no
grupo iminico (C=N), logo as tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos formam
preferencialmente isdbmero E. Contudo, nas derivadas de cetonas formam isdmeros
E ou Z, dependendo da estrutura dos substituintes da carbonila de origem
(TENORIO et al., 2005).

Figura 4 - Esquema do mecanismo reacional da sintese de tiossemicarbazonas.
Tiossemicarbazida

. O’H H 1S
-H,0O . ..
..\%/}\/'ﬂ < RH\//N\NJ\N’RS
/N H H
: H H2QH Rz
Cetona Oxo0nio Hemiaminal Tiossemicarbazona

Fonte: Préprio autor, 2024.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antimicrobial-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antimicrobial-activity
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Os derivados tiossemicarbazonas possuem variadas propriedades bioldgicas,
tais como: antiviral (PELOSI et al., 2010), antitumoral (SOARES et al., 2012),
antimicrobiana (SILVA et al., 2023), antifingica (SOARES et al., 2017), atuando na
topoisomerases | e 1l (YALOWICH et al., 2012) e antiparasitaria contra Leishmania
amazonensis (SILVA et al., 2017) e Leishmania major (PERVEZ et al., 2014).

Alguns autores atribuem a atividade biologica das tiossemicarbazonas ao fato
destes compostos apresentarem afinidade pela enzima ribonucleotideo redutase,
responsavel pela duplicacdo do DNA, ou ainda ao fato das tiossemicarbazonas
possuirem a capacidade de formar complexos do tipo quelatos, atuando como
ligantes, doando pares de elétrons a ions metalicos (PEDERZOLLI, 2011). As
informacgdes quimicas e biolégicas das tiossemicarbazonas presentes na literatura,
favorecem novos estudos para o desenvolvimento de compostos com propriedades
antitumorais.

A atividade antitumoral das tiossemicarbazonas tem despertado interesse da
comunidade cientifica. Por exemplo, a 3-aminopiridina carboxaldeido
tiosemicarbazona ou triapina, foi testado como um potente inibidor de
ribonucleotideo redutase para tratamento de cancer, e desde entdo entrou em
ensaios clinicos de Fase | e Il, mostrando-se mais ativo que a hidroxiureia,
medicamento ja utilizado em tratamentos clinicos antitumorais (CHAO et al., 2012;
DE SIQUEIRA et al., 2019).

3.4 ESTUDO FARMACOCINETICO in silico DE COMPOSTOS

A farmacocinética estuda o que o organismo faz com o farmaco, este
processo € dividido em quatro etapas de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecdo (ADME). Logo quando o farmaco entra no organismo é absorvido
passando pelas membranas plasméticas das células até alcangcar a corrente
sanguinea. Apo6s isso, o farmaco sera distribuido através da vascularizacéo,
podendo este se encontrar em sua forma livre ou ligado a proteina. Ao final, o
farmaco serd metabolizado por um conjunto de reagfes enzimaticas e
posteriormente excretado do corpo. Em resumo, a farmacocinética estuda o
movimento do farmaco no corpo humano, desde a administracdo até a excregao
(DONG et al., 2018).
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No processo de descoberta de novos medicamentos é importante a previsao
da farmacocinética dos farmacos no inicio da pesquisa, ja que a otimizacdo das
propriedades do farmaco estudado é feita por modificacbes na estrutura quimica
e/ou estratégias farmacotécnicas (DONG et al., 2018; VICTAL et al., 2014).

Estudos farmacocinéticos in silico sdo métodos computacionais que visam a
otimizagdo de moléculas com maior potencial de desenvolvimento. Estas
ferramentas avaliam propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas importantes na
acdo de farmacos. Os modelos computacionais séo ferramentas Uteis no processo
de descoberta de novos farmacos, fornecendo informacdes preliminares das
propriedades ADME e toxicolégicas de um composto antes da investigacao in vitro
e/ou in vivo, aumentando as chances de sucesso no desenvolvimento de um novo
medicamento. Com isso, a modelagem molecular computacional usa métodos
matematicos complexos e robustos para avaliar possiveis efeitos adversos de um
determinado candidato a farmaco (SILVA, 2019).

Em 1997, Lipinski e colaboradores observaram que algumas propriedades
fisico-quimicas eram necessarias para que as drogas apresentem boa solubilidade
em agua e permeabilidade intestinal. Surgindo ai a chamada regra dos cinco de
Lipinski (RO5). Que tem objetivo de auxiliar os quimicos medicinais nas decisdes
relacionadas as modificagbes quimicas. A regra propde que compostos com boa
absorcao e permeacdo sdo mais provaveis de ocorrer quando a molécula possui 0s
seguintes parametros: peso molecular < 500 daltons, log P < 5 e numero de
aceptores H (< 10) e doadores H (< 5) de ligagcéo de hidrogénio, permitindo que no
maximo uma regra seja violada. Ter informacdes preliminares sobre os compostos,
em estudo, sdo essenciais para o desenvolvimento de novos farmacos com efeitos
colaterais reduzidos (SANTOS et al., 2018).
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4 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no laboratério de Quimica Geral da
Universidade Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF, Campus Centro. Para
0s experimentos de sintese todos os reagentes empregados foram obtidos de fonte
comercial e utilizados sem purificacdo prévia, com excecdo do lapachol (1), que foi
extraido da madeira do ipé amarelo (Tabebuia sp). Os compostos sintetizados
tiveram suas temperaturas de fusdo definidas em triplicata, e determinadas em
equipamento fusibmetro digital, modelo MQAPF - 302. Tanto o acompanhamento
das reacbes como a caracterizacdo dos produtos obtidos foram realizados por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), empregando placas de
aluminio 2 x 4 cm recobertas com silica gel 60. Os produtos obtidos como mistura
foram devidamente purificados por coluna cromatografica (CC) contendo silica gel
60, e empregando sistema de solvente acetato de etila/lhexano em porcentagem
crescente de polaridade.

Os produtos de sintese tiveram suas estruturas caracterizadas por
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C (RMN 'H e %3C), técnicas uni e
bidimensionais de correlacdo homonuclear (COSY) e heteronuclear (HSQC e
HMBC), além do RMN de 3C-DEPT 135°. Os espectros de RMN foram registrados
em um aparelho Bruker Ascend™ 400, que opera a 400 MHz para o nucleo de 'H e
a 100 MHz para o nlcleo de *3C. Os deslocamentos quimicos (&) foram obtidos em
ppm utilizando o solvente tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Todas as
amostras foram solubilizadas em solvente deuterado (CDClz ou DMSO-de). Os
espectros de RMN foram realizados na Central de Andalise de Farmacos,
Medicamentos e Alimentos (CAFMA) da UNIVASF Campus Petrolina - Centro.

A analise dos compostos por espectrometria de massas foi realizada no
Laboratério Nacional de Biorrenovaveis (LNBR), do Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM), uma Organizacdo Social supervisionada pelo
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovac¢des (MCTI). As amostras foram
solubilizadas de acordo com os solventes indicados pelo usuario, diluidas até a
concentragdo de 20 ug/mL e filtradas em microfiltro PVDF 0,22 uM. Os espectros

foram adquiridos no espectrometro de massas de alta resolugdo Waters Synapt XS,
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com analisador do tipo qToF (quadrupolo tempo de voo) em modos positivo e

negativo full scan na faixa de 50 a 1200 Da.

4.1 SINTESE DAS TIOSSEMICARBAZONAS (TSMM1 — TSMM4)

Para a obtencédo das quatro 4-metiltiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4)
inéditas a partir do lapachol (1), primeiramente foi planejada uma rota sintética
constituida de duas etapas. Inicialmente a naftoquinona natural 1 € submetida a
ciclizacao acida em diferentes condi¢cbes reacionais para a obtencéo da B-lapachona
(2), do é&cido-B-lapachona-3-sulfonico (3), da 3-iodo-B-lapachona (4) e da o-
lapachona (5). Por fim, para a obtencdo das 4-metiltiossemicarbazonas inéditas
(TSMM1 - TSMM4), as naftoquinonas 2, 3, 4 e 5 reagem com a 4-
metiltiossemicarbazida. Antes de iniciar a rota sintética, o lapachol (1) foi extraido da

madeira do ipé amarelo (Tabebuia sp). O experimental se encontra no apéndice A.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA in vitro

Os ensaios de citotoxicidade dos compostos foram realizados no Laboratorio
de Cancerologia Experimental (LabCancer) da Universidade Federal do Piaui. As
linhagens utilizadas, L929 (fibroblastos de camundongo, ATCC® CCL-1™), B16-F10
(melanoma murino, ATCC CRL-6475™), CT26.WT (carcinoma de coélon murino,
ATCC CRL-2638™) e 4T1 (cancer de mama murino, ATCC CRL-2539™) foram
cedidas pelo Instituto Nacional do Céancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
DMEM (L929) e RPMI (B16-F10, CT26.WT e 4T1) e suplementadas com 10 % de
soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos (penicilina/estreptomicina, Sigma®) e 5 mg/L
de anfotericina (Cristalia®), mantidas em estufa (Shel Lab®) a 37°C e atmosfera
contendo 5% de CO:..

As amostras foram diluidas em DMSO P.A. (Dindmica®) para preparo da
solucdo estoque de 10 mg/mL. Em seguida, foram testadas em concentragdo Unica
de 25 pg/mL. O controle negativo consistiu em meio de cultura contendo células. O
controle positivo utilizado foi a doxorrubicina na concentragéo de 0,5 pg/mL.

A citotoxicidade dos compostos foi analisada em linhagens de células, normal

e tumorigénicas determinadas pelo ensaio MTT. A citotoxicidade foi avaliada por
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meio da Inibicdo da proliferagao celular (%), revelando os valores de inibigdo do
crescimento celular promovido nas diferentes linhagens utilizadas.

As células foram plaqueadas na concentragdo de 5 x 10° cel/mL. As placas
foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37 °C. Ao término deste,
adicionou-se 20 yL da solugcédo de MTT (sal de tetrazolium) solubilizado em PBS
estéril, e as placas foram incubadas por 4h. A absorbancia foi lida apos dissolucéo
do precipitado com 100yL de DMSO P.A. em espectrofotometro (GloMax®) de

microplaca a 560 nm.

4.3 ENSAIOS ADMET in silico

As quatro 4-metiltiossemicarbazonas inéditas (TSMM1 — TSMM4) tiveram
suas propriedades farmacocinéticas avaliadas por teste in silico utilizando o software
ADMETLab 2.0 (https://admetmesh.scbdd.com/) fungdo ADMET evaluation, que
prevé treze propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de um composto: peso
molecular (MW), coeficiente de lipossolubilidade (LogP), LogP em pH fisiologico
(LogD), Log da solubilidade aquosa (LogS), numeros de anéis (nRig), carga formal
(fChar), numero de heteroatomos (nHet), numero de atomos no maior anel
(MaxRing), nimero de anéis (nRing), nimero de ligagBes rotacionaveis (nRot), area
de superficie polar topoldgica (TPSA), e o0 numero de aceitadores de ligacGes de
hidrogénio/ Numero de doadores de ligacbes de hidrogénio (nHD/nHA). As
tiossemicarbazonas (TSMM1 - TSMM4) foram ainda submetidas a teste de
toxicidade in silico usando a ferramenta online ProToxll (https://tox-
new.charite.de/protox_lIl/). Foram analisados a hepatotoxicidade (Hep), a
imunotoxicidade (Imun), a citotoxicidade (Cit), a mutagenicidade (Mut), a

carcinogenicidade (Car) e a dose oral letal aguda média em ratos (DLso).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O lapachol (1) se tornou uma molécula promissora para a obtengdo de
protétipos a farmacos devido a presenca de sitios susceptiveis a modificacdes
guimicas. Com isso, sabendo das propriedades antitumorais das naftoquinonas, das
tiossemicarbazonas e de seus derivados (TENORIO et al., 2005), foram planejados
neste trabalho, quatro tiossemicarbazonas inéditas TSMM1 — TSMM4 com possivel
atividade antitumoral. Para obtencg&o das tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) foi
proposta uma rota sintética de duas etapas reacionais, empregando o lapachol (1)
como material de partida. A primeira é a ciclizacao acida da naftoquinona natural (1),
para obtencao dos derivados B-lapachona (2), acido B-lapachona-3-sulfénico (3), 3-
iodo-B-lapachona (4) e a-lapachona (5). A segunda etapa trata-se da obtenc&o dos

derivados tiossemicarbazonas inéditos (TSMM1 — TSMM4), figura 5.

Figura 5 - Rota sintética proposta para a obteng&o dos quatro compostos inéditos 4-
metiltiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4).

p-lapachona (2) R=H J\H TSMM1, R= H

0 B-Iapachona-3-su!fon|co (3) R=SO3H s NH TSMM2, R= SO;H
B-lapachona-iodada (4) R= | \
O‘ OH TSMM3, R=1
X
o]
Lapachol (1
p (1) o H H o
N
— ——
o (6]
o] v
a-lapachona (5) NH TSMM4
S NH

Fonte: préprio autor, 2024.
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5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NAFTOQUINONAS (2 — 5) E 4-
METILTIOSSEMICARBAZONAS (TSMM1 - TSMM4)

Para a obtencéo do lapachol (1), a madeira do ipé foi cortada em pequenos
filetes e colocado em solugdo basica. O lapachol (1) sofre ionizacdo em meio basico,
formando um sal organico soluvel em agua. Logo apos a solucdo foi acidificada,
fazendo com que o lapachol retorne a sua forma molecular neutra, deixando de ser
solivel em meio aquoso e precipitando, trata-se de uma extracdo acido-base,
representada na figura 14. O lapachol (1) obtido foi purificado por recristalizagéo
etanol/agua e caracterizado por CCDA. Além disso, o ponto de fusdo obtido
experimentalmente ficou entre 138 - 139 °C, dado compativel com a literatura que
cita uma faixa entre 139 - 140 °C. O sdlido formado apresentou uma coloracdo
amarela com rendimento de 2,7 % (m/m) (SOUZA et al., 2008).

Figura 6 - Esquema de extracdo do lapachol (1).

(o) 0] (0]
Co e GO - GO
A X X
(o) 0] (0]
Lapachol (1) Sal do lapachol (1) Lapachol (1)

Fonte: préprio autor, 2024.

A obtencao do lapachol (1) foi confirmada através da andlise dos espectros
de RMN de 'H e 13C, incluindo as técnicas bidimensionais H, 'H-COSY, !H, 13C
(HSQC e HMBC) e C-DEPT 135°. Todos os carbonos e hidrogénios tiveram seus
deslocamentos quimicos devidamente atribuidos, estando de acordo com relatos da
literatura (Apéndice B) (SOUZA et al., 2008).

Apo6s a obtencdo do lapachol (1), passou-se para a proxima etapa deste
trabalho, obtencdo dos derivados B-lapachona (2), B-lapachona-3-sulfénico (3), 3-
iodo-B-lapachona (4) e a-lapachona (5). Primeiramente foi sintetizada a B-lapachona
(2), por meio da ciclizacdo do lapachol (1). A ciclizagédo do lapachol (1) em meio
acido se deve a formacao de carbocation terciario, apdés uma reacdo de adicdo a
ligacdo dupla da cadeia lateral do lapachol (1). O acido usado para a formacgéo da -

lapachona (2) é o H2SO4 concentrado, formando com isso dois produtos, a B-
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lapachona (2) e uma quantidade muito minoritaria da a-lapachona (5). A formacgéo
majoritaria da B-lapachona (2) esta relacionada a basicidade, uma vez que a B-
lapachona (2) é mais basica que seu isdmero a (3) (BARBOSA, DINIZ NETO, 2013).
A B-lapachona (2) obtida foi purificada por coluna cromatogréfica, tendo rendimento
de 59%, apresentando coloracéo laranja e ponto de fusdo de 145 °C. O composto foi
caracterizado por CCDA e sua estrutura confirmada através da andlise dos
espectros de RMN de 'H e 3C, apresentando sinais semelhantes aos relatados na
literatura (Apéndice C) (SOUZA et al., 2008; BARBOSA, DINIZ NETO, 2013).

O proximo derivado sintetizado foi acido B-lapachona-3-sulfénico (3) por meio
da ciclizagdo do lapachol (1) em anidrido acético e acido sulfdrico concentrado. O
sélido obtido apresentou coloracao vermelha, rendimento de 76% e ponto de fuséo
de 158 °C, estando em conformidade com a literatura. A estrutura molecular de 3 foi
confirmada por espectroscopia de RMN de 'H e 13C (Apéndice E) (SOUZA, et al.,
2008).

A 3-iodo-B-lapachona (4) foi sintetizada através da iodo-cicliza¢do do lapachol
(1), em meio contendo diclorometano, iodo molecular e piridina. A sintese resultou
na obtencdo de um solido laranja, rendimento de 33% e ponto de fusdo de 130 °C. A
sintese do 3-iodo-B-lapachona (4), foi comprovada através dos espectros de RMN
de H e 3C uni e bidimensionais (Apéndice E).

A a-lapachona (5) foi a ultima naftoquinona obtida, a mesma foi sintetizada
através da ciclizacdo do lapachol em meio acido. A formacédo dos produtos (2) ou
(5), depende do acido utilizado, ja que para a formacao da a-lapachona (5) utiliza-se
uma mistura de acido acético e acido cloridrico concentrado, e para a sintese da B-
lapachona (2) utliza-se apenas o acido sulfurico, conforme mencionado
anteriormente. A a-lapachona (5) foi obtida com rendimento de 63%, e apresentando
ponto de fusdo 116 °C e coloracdo amarela. A confirmacdo da sintese da
naftoquinona foi realizada por espectroscopia de RMN de 'H e 3C (Apéndice C)
(BARBOSA, DINIZ NETO, 2013).

Analisando o deslocamento quimico dos derivados do lapachol (1) obtidos até
aqui, observou-se que as estruturas do acido p-lapachona-3-sulfénico (3) e 3-iodo-[3-
lapachona (4) possuem substituinte no carbono 3, diferentemente da B-lapachona
(2) e da a-lapachona (5), que ndo apresentam. Os substituintes nesta posigédo

tornando o deslocamento quimico do carbono 3 nestes compostos mais
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desprotegido, sendo de 59,47 e 30,49 ppm, respectivamente, para as naftoquinonas
3 e 4. Além disso, a inser¢cdo de um substituinte em C3 tornou esse carbono
assimeétrico, tornando o ambiente quimico dos carbonos metilicos (CHz) diferentes.
Uma vez que, os carbonos metilicos da B-lapachona (2) e da a-lapachona (5),
apresentam um sinal para 6 hidrogénios (dn = 1,40 ppm) ja os carbonos metilicos do
acido B-lapachona-3-sulfénico (3) e 3-iodo-B-lapachona (4) apresentam dois sinais
distintos com integracédo de 3 hidrogénios para cada (Apéndices E) (BRUICE, 2006;
PAVIA et al., 2010).

Seguindo a rota sintética, na préxima etapa os derivados naftoquinénicos 2, 3,
4 e 5 obtidos foram usados na sintese das tiossemicarbazonas inéditas (TSMM1 —
TSMM4). Para a preparacdo das tiossemicarbazonas TSMM1, TSMM2, TSMM3 e
TSMM4 optou-se pela reagcdo de condensacdo dos derivados naftoquindnicos (2 - 5)
com o 4-meti-3-tiossemicarbazida, usando catalisador &cido para obtencdo de
TSMM1, TSMM3 e TSMM4, e acetado de sodio para TSMM2 (TENORIO et al.,
2005; SHAILENDRA et al., 2003). Todas as sinteses ocorreram em meio alcoolico e
sob aquecimento, e os produtos foram caracterizados por técnica de CCDA e
tiveram suas temperaturas de fusdo determinadas por fusiémetro digital.

Apos a sintese, TSMM1 foi obtida com rendimento de 87% como um sélido
puro de coloracdo laranja e ponto de fusé@o entre 218 — 219 °C. TSMM2 também foi
obtido pura, com rendimento de 73% e carbonizando a 250 °C, e com coloracao
laranja. TSMM3 foi obtida sem purificagdo prévia, como um solido laranja,
rendimento de 63% e ponto de fusdo de 191 — 192 °C. TSMM4 foi purificado por
recristalizacdo em etanol/agua, sendo um solido amarelo com ponto de fuséo 217 —
219 °C, tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas das tiossemicarbazonas TSMM1 — TSMMA4.

TSMM1 TSMM2 TSMM3 TSMM4
Cor Laranja Laranja Laranja Amarelo
Rendimento 87% 73% 63% 57%
p.f.°C 218 —219°C 180 —-181°C 191 -192°C 217 —-219°C

Fonte: Préprio autor, 2024.
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5.1.1 Caracterizacéo estrutural das 4-metiltiossemicarbazonas inéditas (TSMM2
— TSMM4)

A obtencdo das quatro tiossemicarbazonas inéditas TSMM1 — TSMM4 foi
confirmada através da andlise dos espectros de RMN de 'H e *3C, incluindo as
técnicas bidimensionais, 'H, *H-COSY, !H, *C (HSQC e HMBC) e 3C-DEPT 135°.
Além da caracterizacdo por RMN, as quatro estruturas foram confirmadas por
técnicas de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho e massas de

alta resolucéo, conforme descrito a seguir.

5.1.1.1 Caracterizagéo das tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) por RMN

Analisando o espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) da
tiossemicarbazona TSMM1 foram observados sinais na regido de hidrogénio
aromatico, multipletos em 8,10 — 8,05 (H10) e 7,50 — 7,41 (H8 e H9) e duplo dupleto
em 7,88 (H7). O espectro de RMN de *H do TSMM1 revelou ainda a presenca de um
dupleto em 3,34 ppm (H15) para trés hidrogénios referente a metila da porcéo
tiossemicarbazona, dois tripletos referentes aos hidrogénios metilénicos em 1,84
(3H) e 2,58 ppm (4H) e o simpleto em 1,41 ppm referente aos hidrogénios metilicos
(H16 e H17). Com isso, o numero de hidrogénios obtidos pela integracdo dos sinais
e o0 padrao de multiplicidade destes estédo de acordo com a estrutura esperada para
TSMM1, tabela 2.

A existéncia de apenas um sinal para carbono de carbonila cetbnica (181,1
ppm) foi o primeiro indicio que a adicdo nucleofilica ocorreu como o esperado, em
uma das carbonilas da B-lapachona (2), C5 ou C6. Uma vez que o efeito indutivo do
oxigénio do anel pirano torna o carbono carbonilico da posicdo C6 mais reativo, ou
seja, mais susceptivel ao ataque nucleofilico, a adicdo do grupo funcional
tiossemicarbazona ocorreu em C6, confirmado pelo espectro de correlacédo
heteronuclear *H, **C-HMBC, o qual foi possivel correlacionar os atomos de
hidrogénio e carbono a duas (2Jc.1) e trés (3Jc.h) ligacdes.

Nesse espectro foi possivel observar a correlacdo entre o hidrogénio H4 (2,58
ppm) com o carbono Cla (161,5 ppm). Os hidrogénios H7 e C=N-NH, por sua vez,
acoplam com o sinal 129,2 (C6), confirmando dessa maneira, a posi¢cao da funcao

tiossemicarbazona na estrutura molecular TSMM1 (tabela 2). Pelo espectro
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bidimensional de correlagdo homonuclear, H, H-COSY foi possivel observar o sinal
referente aos hidrogénios H8 e H9 (7,50 — 7,41 ppm), correlacionando com o sinal
8,10 — 8,05 ppm referente ao hidrogénio H10.

Por meio do deslocamento quimico do sinal C=N-NH foi possivel assegurar a
isomeria Z para TSMM1, uma vez que, 0S cCOmpostos com isomeria Z apresentam o
sinal C=N-NH mais deslocado, em torno de 14 — 15 ppm, obtido por estabilizacdo de
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o grupo -NH e o oxigénio da carbonila em
C5 (TENORIO et al., 2005; MIRANDA et al., 2018).

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos () de RMN de '3C (100 MHz, CDCI3) e 'H (400
MHz, CDCl3), e correlagbes C-H da tiossemicarbazona TSMM1.

HSQC HMBC
C &c Sn 23Jcn
la 161,5 - H4
2 78,5 - H3, H4, H16, H17
3 31,7 1,84 (t, J = 6,7 Hz, 3H) H4, H16, H17
4 16,1 2,58 (t, J = 6,7 Hz, 3H) H3
4a 111,6 - H3, H4
181,1 - Ha
6 129,2 - C=N-NH, H7
6a 131,4 - H7, H8, H9
7 123,5 7,88 (dd, J = 8,2 e 6,0 Hz, 2H) H8, H9
89 129,5 7,50 — 7,41 (m, 2H, H8 e HY) H10
98 128,6 7,50 — 7,41 (m, 2H, H8 e HY) H7
10 122,7 8,10 — 8,05 (m, 1H) H8, H9
10a 127,2 - H8, H9, H10
13 179,8 - H15, C=N-NH
15 31,7 3,34 (d, J = 4,9 Hz, 3H) -
16e17 27,1 1,45 e 1,45 (s, 6H) H3

SC-NH - 8,01 (d, J = 3,6 Hz, 1H) -
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C=N-NH - 15,11 (s, 1H) -

(«») Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos podem estar
trocados.
Setas azuis representam o acoplamento *H, 3C a #3Jc.4 espectro HMBC.
Setas vermelhas representam o acoplamento entre os hidrogénios vicinais do espectro
COSsY.

Fonte: Préprio autor, 2024.

A estrutura dos compostos TSMM2 e TSMM3 é semelhante a TSMM1,
diferenciando-as quanto a presenca de substituicdo no carbono C3. A elucidacao de
TSMM2 e TSMM3 foi comprovada pela auséncia de um sinal de carbono metilénico
no espectro de *C-DEPT 135. Ainda, foi possivel observar acoplamento
homonuclear no espectro 'H-'H COSY referente a H3 e H4 e o acoplamento
heteronuclear *H-13C HMBC do C6 com o C=N-NH (tabela 3 e 4).

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos (3) de RMN de *3C (100 MHz, DMSO-dg) e 'H
(400 MHz, DMSO-ds), e correlacdes C-H da tiossemicarbazona TSMM2.

HMBC
c oc 3
la 160,6 - H3, H4, H10
2 82,0 - H3, H4, H16, H17
3 59,9 2,83 H4, H16, H17
. 207 2,95 (dd, J = 17,5 e 5,2 Hz, 1H) H3. 16, HL7
2,54 (dd, J = 14,0 e 78,4 Hz, 1H)
4a 112,3 - H3, H4
5 180,9 - H4
6 129,4 - H7, C=N-NH
6a 126,4 - H7, H8, H9
7 124,5 8,62 — 8,55 (m, 1H) - H8, H9
129,2,
89 7,58 — 7,47 (m, 2H) H7, H8, HY, H10

130,3
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10 123,4 7,84 — 7,75 (m, 1H, H10) H8, H9

10a 131,5 - H8, H9

13 178,7 = H15, C=N-NH

15 32,2 3,13 -
1617 29,2 1,76 H17
1716 21,4 1,40 H16
SC-NH = 9,47 =
C=N-NH - 15,04 -

(<) Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos podem estar
trocados.

Fonte: Préprio autor, 2024.

Tabela 4 - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) e *H (400

MHz, CDCl3), e correlagdes C-H da tiossemicarbazona TSMM3.

HITI S
15
HSQC HMBC
C oc Sn 23)cH
la 160,0 - H4, H3, H10
2 80,6 - H16, H17, H4
3 29,0 4,36 (t, J = 6,7 Hz, 1H) H16, H17
. 205 3,34 (d, J = 3,9 Hz, 4H) ]
3,16 (dd, J =17,9 e 8,6 Hz, 1H)
4a 110,5 = H3, H4
5 179,6 - -
6 -* - -
6a -* - -
7 122,8 8,09 (d, J = 7.0 Hz, 1H) H8, H9
8<9 130,2; 128,7 7,57 -7,42 (m, 2H) H7, H10
10 123,6 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H) H8, H9
10a -* - -
13 179,0 = H15, C=N-NH
15 31,5 3,34 (d, J =3,9 Hz, 4H) -
C=N-NH = 15,00 -
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SC-NH - 8,01 -

(<) Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos podem estar
trocados.
* sinais ndo detectados

Fonte: Préprio autor, 2024.

O espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) do TSMM4 apresentou 16
linhas espectrais, sendo possivel determinar a presenca de 4 carbonos
monohidrogenados (CH) localizados na regido de carbonos em anéis aromaticos do
espectro, dois carbonos metilénicos (CH2) e dois sinais referentes a carbonos
metilicos (CHz). Ainda foi possivel identificar a presenca de oito carbonos néo
hidrogenados caracteristicos da série de tiossemicarbazonas proposta. O sinal em
183,1 ppm (C5) é fortemente caracteristico de carbonila cetbnica, o sinal 80,0 (C2) é
um carbono oxigenado com hibridizacéo sp®.

Analisando o espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do TSMM4 foram
observados sinais na regido de hidrogénio aromatico, multipleto em 7,61 — 7,43 ppm
(H7 e H8) e duplo dupleto em 8,10 ppm (H6 e H9). O espectro de RMN de *H do
TSMM4 revelou ainda a presenca de um simpleto em 3,33 ppm, para trés
hidrogénios (H15), dois tripletos referentes aos hidrogénios metilénicos 1,87 ppm
(H3) e 2,63 ppm (H4) e o simpleto em 1,53 ppm referente aos seis hidrogénios
metilicos (H16 e H17). Com isso, o numero de hidrogénios obtidos pela integracéo
dos sinais e o padrédo de multiplicidade destes estdo de acordo com a estrutura
esperada para TSMM4.

A existéncia de um uanico sinal para carbono de carbonila ceténica (183,1
ppm) foi o primeiro indicio que a adicdo nucleofilica ocorreu como o esperado, em
uma das carbonilas da a-lapachona (5) C5 ou C10, uma vez que o efeito indutivo do
oxigénio do anel pirano torna o carbono carbonilico C10 mais reativo, ou seja,
susceptivel ao ataque nucleofilico. A adi¢cdo do grupo funcional tiossemicarbazona
ocorreu de fato em C10, confirmado pelo espectro de correlacdo heteronuclear H,
BC-HMBC, o qual foi possivel correlacionar os atomos de hidrogénio e carbono a
duas (?Jcn) e trés (PJc-n) ligacGes. Nesse espectro foi possivel observar a correlagéo
entre o sinal 8,10 ppm (H6) com o carbono C5 (183,1 ppm). O hidrogénio H9, por
sua vez, acopla com o sinal em 133 ppm (C10) confirmando dessa maneira, a
posicdo da funcdo tiossemicarbazona na estrutura molecular TSMM4 (tabela 5).

Ainda foi possivel observar a correlagdo homonuclear, H, H-COSY, o sinal referente
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aos hidrogénios H7 e H8 (7,48 ppm) correlaciona com o sinal 8,05 ppm referente ao
hidrogénio H6 e H9.

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos (8) de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) e *H (400
MHz, CDClz3), e correlagbes C-H da tiossemicarbazona TSMM4.

15

SY3N H

-NH

HMBC
C &c #3JcH
la 155,0 - H4
2 80,0 - H3, H4, H16, H17
31,2 1,87 (t, J = 6,4 Hz, 2H) H4, H16, H17
4 16,9 2,63 (t, J =6,2 Hz, 2H) H3, H16, H17
4a 116,2 - H3, H4
5 183,1 - H4, H6
5a 128,5 - H6, H9
69 123,1e126,1 8,10 (dd, J =19,0 e 7,5 Hz, 2H) H7, H8
78 1292 ¢ 131,8 7,61 — 7,43 (m, 2H) H6, H9
87 129,2e131,8 7,61 -7,43 (m, 2H) H6, H9
946 123,1 e 126,1 8,10 (dd, J=19,0 e 7,5 Hz, 2H) H7, H8
9a 130,0 - H7, H8, H9
10 133,0 - H9
13 178,7 - C=N-NH, H15
15 314 3,33 (s, 3H) :
16e 17 26,7 1,53 (s, 6H) H3
SC-NH : 7,76 (s, 1H) :
C=N-NH - 12,08 -

(<) Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos podem
estar trocados.
Fonte: Préprio autor, 2024.

O deslocamento quimico do sinal C=N-NH assegura a isomeria E para
TSMM4, ja que os compostos com isomeria E apresentam o sinal C=N-NH com
deslocamento quimico em torno de 9 - 12 ppm, e sdo mais estaveis que o Z, por

fatores como repulsdo eletrénica e impedimento estérico. Em geral, os compostos
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com isomeria Z exibem sinal C=N-NH em torno de 14 — 15 ppm, j& a configuragéo E
exibem o sinal entre 9 — 12 ppm (TENORIO et al., 2005; MIRANDA et al., 2018).

5.1.1.2 Caracterizagdo das tiossemicarbazonas (TSMM1 - TSMM4) por
espectroscopia de absorcdo na regiao infravermelho (IV) e espectroscopia de

massas (MS).

As bandas de absorcdo observadas no espectro de infravermelho (1V)
colaboraram com a presenca de todos os grupos funcionais presentes nas quatro
moléculas (TSMM1 - TSMM4). Como 0s compostos sintetizados apresentam
semelhanca estrutural, a discussdo serd feita em paralelo com todas as
tiossemicarbazonas. As bandas de absorcdo observadas no espectro de IV estao
em conformidade com os dados obtidos no RMN. A banda em 3346 cm* é
caracteristica da ligacdo N-H de aminas secundarias (a possibilidade de ligacdo de
hidrogénio aumenta a intensidade da banda em N-H, normalmente é fraca),
enquanto que as bandas em 3000 e 2850 cm correspondem ao estiramento C-H
sp3. A banda em 1600 a 1700 cm?, de intensidade média a alta, corresponde a
ligacdo da carbonila cetdnica insaturada (C=0) e (C=N). As bandas de média a alta
intensidade entre 1600 e 1400 cm™ sdo relativas ao estiramento ou deformacéo axial
das ligacbes C=C de anel aromético. As bandas entre 1200-800 cm™, sdo
caracteristicas da ligacdo -C-O-C-. A banda proxima de 1000 cm? mostra o
estiramento tiocarbonila, jA as bandas de absorcdo entre 900-700 cmt
correspondem ao dobramento fora do plano das ligacdes C-H de anel aromatico
(PAVIA et al., 2010).

Os compostos TSMM2 e TSMM3 se distinguem de TSMM1 e TSMM4 por
apresentarem grupo substituinte no carbono (C3). Foram observadas duas bandas
intensas referentes ao grupo sulfonico do TSMM2 em 1260-1180 cm’?,
caracteristicas de deformacao axial do grupo substituinte (PAVIA et al., 2010). No
composto TSMM3 néo foi possivel observar nenhuma banda na regido do halogénio
(500 cm™), por esta regido apresentar frequéncias muito baixas na extrema direita
do espectro (PAVIA et al., 2010), ndo distinguindo assim seu valor exato. A analise
espectroscépica no 1V confirma a analise feita anteriormente de RMN, obtendo éxito
em todas as reacgfes de sintese (TSMM1 — TSMM4) propostas neste trabalho, figura
7.
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Figura 7 - Espectro de infravermelho das 4-metiltiossemicarbazonas (TSMM1-

TSMM4).
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Fonte: Préprio autor, 2024

A espectrometria de massas (MS) determina a razao massa carga (m/z) de

uma molécula. Segue abaixo, o espectro de massa de alta resolucéo isolado do

derivado TSMM1 (figura 1), este composto possui férmula quimica C17H19N302S e

massa molecular exata de 329,12; determinada pelo software ChemBioDraw Ultra.

O espectro de massas confirmou a massa molecular da estrutura proposta, obtendo-

se 0 pico do ion molecular de 330,1299 m/z, correspondente a estrutura molecular

TSMM1 acrescida da massa de um atomo de hidrogénio ([M + H]+). O espectro total

de massas de alta resolugcdo de TSMM1 e dos demais compostos encontram-se em

anexo (Apéndice G-J).

5.2 AVALIACAO ADMET in silico DAS TIOSSEMICARBAZONAS

A avaliacdo in silico € o estudo usado para previsbes precisas das
propriedades do ADMET de um composto (DOS SANTOS et al.,, 2022). Logo as

quatro tiossemicarbazonas inéditas (TSMM1 — TSMM4) e as naftoquinonas

precursoras (2 — 5) tiveram suas propriedades farmacocinéticas avaliadas por teste

in silico utilizando o software ADMETLab 2.0 (https://admetmesh.scbdd.com/) fungao
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ADMET evaluation que prevé treze propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
de um composto: peso molecular (MW), coeficiente de lipossolubilidade (LogP),
LogP em pH fisiolégico (LogD), Log da solubilidade aquosa (LogS), nimeros de
anéis (nRig), carga formal (fChar), nimero de heterodtomos (nHet), nUmero de
atomos no maior anel (MaxRing), niumero de anéis (nRing), numero de ligacGes
rotacionaveis (nRot), area de superficie polar topoldgica (TPSA), e o niumero de
aceitadores de ligacbes de hidrogénio/ numero de doadores de ligacGes de
hidrogénio (nHD/nHA). Estas propriedades preveem a possibilidade da
administracdo oral destes protétipos a farmaco baseando-se na Regra dos Cinco
elaborada por Lipinski (1997) (RO5), que ainda prevé dentre estas treze
propriedades, as mais relevantes sendo o logP, o nDH, o nAH e o0 peso molecular.

A RO5 propde que os compostos com boa absor¢cdo ou permeacao devem ter
nDH < 5, nAH < 10, peso molecular < 500 daltons e logP < 5 (SANTOS et al., 2018).
O LogS foi outro parametro selecionado para a discussao, ja que valores altos de
LogS indicam boa absor¢éo oral do farmaco, conforme a seguinte escala: insoltuvel <
-10, pouco solavel entre -10 e -6, moderadamente soluvel entre -6 e -4, sollvel entre
-4 e -2, muito solavel entre -2 e 0 e altamente solUvel acima de 0 (SUN; AGYEI, JI,
2020). Neste trabalho todas as naftoquinonas (2 - 5) e seus derivados
tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) apresentaram propriedades previstas in
silico dentro dos parametros estabelecidos pela RO5, tabela 6.

Considerando o LogS, os compostos 2, 4, 5, TSMM1, TSMM3 e TSMM4
apresentaram solubilidade moderada. Ja TSMM2 e o seu precursor, a naftoquinona
3, se enquadraram como soluveis, com LogS de -2,93 e -2,06; respectivamente,
tabela 6.

Tabela 6 - Previséo das propriedades fisico-quimicas das naftoquinonas (2 — 5) e 4-
metiltiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) determinadas in silico pelo ADMETLab.

MM(g/mol) nAH nDH LogP TPSA LogS/ Solubilidade
2 242,09 3 0 3,24 43,37 -4,97 Moderado
3 322,05 6 1 1,11 97,74 -2,06 Solavel
4 367,99 3 0 3,92 43,37 -4,78 Moderado
5 242,09 3 0 3,25 43,37 -4,82 Moderado
TSMM1 329,12 5 2 4,04 62,72 -4,87 Moderada
TSMM2 409,08 8 3 2,51 117,09 -2,93 Solavel
TSMM3 455,02 5 2 4,57 62,72 -4,43 Moderada
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TSMM4 329,12 5 2 4,10 62,72 -4,84 Moderada

MM - massa molar; nHA - niumero de grupos aceitadores de ligacdes de hidrogénio; nDH - nimero de
grupos doadores de ligacdo de hidrogénio; LogP - coeficiente de partida octanol/agua. Fonte: préprio
autor, 2024.

Os dados estao apresentados em formato gréfico “teia de aranha”, da figura
9. O proprio ADMETLab 2.0 coloca os parametros neste formato para melhor
visualizacao. A regido em coloracdo salméo é a regido aceitavel, estabelecendo os
valores maximos e minimos. Nos graficos os valores do LogP foram extrapolados
para 2, 4, 5, TSMM1, TSMM3, TSMM4, trata-se de valores aceitaveis segundo a
regra de Lipinski, jA que apenas uma violacao a regra RO5 € considerada aceitavel.
O composto TSMM2 e o 3 foram os Unicos que atenderam todos os parametros,
figura 8.

A ferramenta online ADMETlab 2.0 também calculou parametros capazes de
indicar o comportamento dos compostos em cada etapa da farmacocinética:
absorcédo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo. Com intuito de prever o
comportamento dos compostos na etapa de absorcédo foi avaliada a eficiéncia da
absorcéao in vitro no corpo em linhagens celulares de adenocarcinoma de célon
humano (Caco-2) e rim canino Madin-Darby (MDCK). Todos 0s compostos
apresentaram permeabilidade excelente em células MDCK, ja em células Caco-2
apenas 0s compostos 2, 3, 4, 5 e TSMM4 apresentaram a permeabilidade maior que
-5,15 log cm/s, tabela 7.

Figura 8 - Gréfico tipo “teia de aranha” das propriedades fisico-quimicas das
naftoquinonas (2 — 5) e tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) determinadas in
silico pelo ADMETLab.
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Tabela 7 - Previsdo de absorcdo em célula do tipo Caco-2 e MDCK das
naftoquinonas (2 — 5) e tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) preditas in silico

pelo ADMETLab-

2 3 4 5 TSMM1 TSMM2 TSMM3 TSMM4
Caco-2* -4,50 -4,87 -4,53 -4,51 -5,42 -5,98 -5,44 -4,82
MDCK** 2,6x10-° 2,5x10° 2,7x10° 2,1x10° 2,9x10° 2,5x10° 2,6x10° 3,2x10°
AlH Excelente Excelente Excelente Excelente Excelente Ruim Excelente Excelente
BOzo% Excelente Ruim Excelente Excelente Ruim Ruim Médio Excelente
(I';Pb_z Excelente Excelente Excelente Ruim Médio Excelente  Excelente Ruim
nipiaor
Gp-P

Excelente Excelente Excelente Excelente Excelente Excelente Excelente Excelente
Substrato

* >-5,15 log cm/s; *>2x10°cm/s

Fonte: Préprio autor, 2024.

Os compostos foram avaliados quanto a absorcdo oral por verificacdo da
absorcao intestinal humana (AIH) e biodisponibilidade oral 30% (BOszo%). Os
compostos 2, 3, 4, 5, TSMM1, TSMM3 e TSMM4 foram classificados com AIH
excelente e apenas TSMM2 com AlH ruim, com absorg¢éao intestinal inferior a 30%. O
BOsoy% foi excelente para 2, 3, 4, 5 e TSMM4, médio para TSMM3 e ruim para
TSMM1, TSMM2, 3, tabela 7.

A glicoproteina-P (gp-P) € uma glicoproteina de superficie, estando presente
na membrana citoplasmatica, atuando como resisténcia a farmacos ao expulsar
toxinas e xenobidticos para o fora das células. Os compostos avaliados quanto a
resisténcia a drogas utilizadas no tratamento e promovendo a saida de
quimioterapicos do interior da célula pela glicoproteina P (Gp-P), tiveram resultados
satisfatorios para TSMM4 e 5, médio para TSMM1 e ndo desejados para TSMM2,
TSMM3, 2, 3, 4. Todos os compostos provavelmente sdo substratos para a Gp-P,
tabela 7.

Para verificar a capacidade de distribuicdo dos compostos foi realizada uma
previsdo da capacidade destes compostos em se ligarem as proteinas (LPP) e a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (BHE). Todos os compostos
tiveram LPP > 90%, o ideal seria obter valores < 90% para que a porcdo de farmaco
livre na circulacdo alcance seus alvos. Todos 0s compostos analisados nao
atravessam a BHE, evitando com isso, possiveis efeitos colaterais no sistema

nervoso central, tabela 8.
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Tabela 8 - Previsdo da capacidade de ligacdo com as proteinas plasmaticas e em

atravessar a barreira hematoencefélica das naftoquinonas (2 - 5) e
tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) determinadas in silico pelo ADMETLab.

2 3 4 5 TSMM1 TSMM2 TSMM3 TSMM4
LPP

98,82%  97,08%  99,16%  98,69%  97,16%  94,77%  97,05%  99,76%
(<90%)

Né&o N&o N&o Né&o N&o Né&o N&o N&o
BHE

atravessa atravessa atravessa atravessa atravessa atravessa atravessa atravessa

Fonte: Préprio autor, 2024.

Apoés os farmacos efetuarem a sua acdo precisam ser metabolizados, sendo
as enzimas do complexo de citocromo P450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9,
CYP2D6 e CYP3A4) as responsaveis por mais de 80% dos medicamentos
conhecidos em humanos (ADMETlIab 2.0). De acordo com as previsdes realizadas,
todos os compostos sdo substratos de no minimo 1 isoformas das enzimas do
complexo P450, e atuam como inibidoras de no maximo 5 isoformas, mostrando que
possivelmente os compostos serdo metabolizados e nao interferirdo no metabolismo
de outros farmacos, reduzindo as possibilidades de interagcbes medicamentosas,
tabela 9.

Tabela 9 - Previsdo do comportamento das naftoquinonas (2 - 5) e
tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) sobre isoformas das enzimas do complexo
P450, determinada in silico pelo ADMETLab.

METABOLISMO 2 3 4 5 TSMM1  TSMM2  TSMM3  TSMM4
Inibidor +++ ++ +++ A+ +++ ++ 4+ o+
CYP1A2
Substrato + - ++ ++ ++ - ++ +4
Inibidor +++ - e +++ = +++ 44+
CYP2C19
Substrato - - -
Inibidor +++ + +++ o+t +++ ++ +++ 4+
CYP2C9
Substrato  ++ ++ - + ++ ++ + -
Inibidor +++ ++ +++ ++ 4 ++
CYP2D6
Substrato - - - - -
Inibidor + --- - + +++ == ++ +++
CYP3A4
Substrato - - - - - - - -

Valores de probabilidade de previsédo transformados em seis simbolos: 0-0,1(---), 0,1-0,3(--), 0,3-0,5(-
), 0,5-0,7(+), 0,7- 0,9(++) e 0,9-1,0(+++). Fonte: Préprio autor, 2024.
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A excregdo é a ultima etapa da farmacocinética, neste trabalho foi realizada a
previsdo de excrecdo dos compostos atraves do calculo de taxa de clearence renal
(CL) e pelo célculo de meia vida plasmética (T12). A CL de um medicamento é
classificada como alta depuracdo (>15 mL/min/kg), depuracdo moderada (5-15
mL/min/kg) e depuracdo baixa (< 5 mL/min/kg). O tempo de meia-vida é avaliado
como curto (< 3 horas) e longo (> 3 horas). Todas as tiossemicarbazonas
apresentaram tempo de meia-vida menor que 3 horas, sendo o composto TSMM1 o

anico que apresentou tempo de depuracdo maior > 5mL/min/kg, tabela 10.

Tabela 10 - Previsdo de clearence renal e meia vida plasméatica das naftoquinonas
(2 — 5) e tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4) determinados in silico pela
ADMETLab.

EXCRECAO 2 3 4 5 TSMM1 TSMM2 TSMM3 TSMM4
CL Ruim Ruim Ruim Ruim Excelente  Ruim Ruim Ruim
T2 0,08 0,08 0,09 0,09 0,49 0,30 0,41 0,68

Fonte: Préprio autor, 2024.

Durante o desenvolvimento de farmacos, um parametro importante para ser
analisado é a toxicidade dos compostos. Os compostos foram submetidos a teste de
toxicidade in silico usando a ferramenta online ProToxll (https://tox-
new.charite.de/protox_lIl/). Foram analisados a hepatotoxicidade (Hep), a
imunotoxicidade (Imun), a citotoxicidade (Cit), a mutagenicidade (Mut), a
carcinogenicidade (Car) e a dose oral letal aguda média em ratos (DLsp). Neste caso
a DLso possui quatro classificacdes: composto fatal (DLsp < 50 mg/kg), téxico (50
mg/kg <DLso< 500 mg/kg), nocivo (500mg/kg< DLso <5000 mg/kg) e nado téxico (DLso
> 5000 mg/kg) (SEPULVEDA-ROBLES et al., 2019). Deve-se ainda ressaltar que
todas as substancias naturais e/ou sintéticas possuem alguma toxicidade e podem
causar efeitos adversos a saude, contudo a principal diferenca estd no tempo de
exposicao e na dosagem da substancia (VEIGA JUNIOR, PINTO, MACIEL, 2005;
NTUNGWE et. al, 2020).

Analisando os dados de toxicidade previstos dos compostos, pode-se concluir
que 2, 3, 4, TSMM1, TSMM2 e TSMM3 sdo compostos nao toxicos, ja TSMM4 e 5
foram classificados como nocivos a saude. Apenas as tiossemicarbazonas (TSMM1
— TSMM4) apresentaram toxicidade hepética. Todos 0s compostos ndo sao
imunotoxicos, citotdéxicos, com exce¢cdo do TSMM2 o que possivelmente é

carcinogénico e a naftoquinona 3 que possivelmente € mutagénico, tabela 11.
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Tabela 11 - Previsdo de DLso, hepatotoxicidade, imunotoxicidade, citotoxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade das naftoquinonas (2 - 5) e
tiossemicarbazonas (TSMM1 - TSMM4) determinados pela ferramenta online
ProToxll.

DLso Hep Imun Cit Mut Car
2 8000mg/kg Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo
3 8000mg/kg Inativo Inativo Inativo Ativo Inativo
4 8000mg/kg Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo
5 2000mg/kg Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo
TSMM1 8000mg/kg Ativo Inativo Inativo Inativo Inativo
TSMM2 5000mg/kg Ativo Inativo Inativo Inativo Ativo
TSMM3 8000mg/kg Ativo Inativo Inativo Inativo Inativo
TSMM4  2000mg/kg Ativo Inativo Inativo Inativo Inativo

DLso - dose oral média letal aguda em ratos; Hep — hepatotoxicidade; Imun — imunotoxicidade; Cit -

citotoxicidade; Mut -mutagenicidade; Car - carcinogenicidade. Fonte: proprio autor, 2024.

Os resultados farmacocinéticos ADMET realizados por ferramentas online
sugerem que as tiossemicarbazonas TSMM1 — TSMM4 tém aceitavel absorcao oral,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo e baixa toxicidade, sendo elegiveis para dar
continuidade aos estudos in vitro e in vivo. Foi possivel ainda, dentre as quatro
tiossemicarbazonas inéditas, destacar a naftoquinona 2 e o seu derivado, a
tiossemicarbazona TSMM1 como tendo avaliagdo ADMET mais promissoras devido
as seus melhores resultados na absorgédo intestinal humana (AIH), com baixa

toxicidade e a possibilidade de boa metabolizacéo.

5.3  AVALIACAO in  vitro DO POTENCIAL CITOTOXICO DAS
TIOSSEMICARBAZONAS (TSMM1-TSMM4)

Com as naftoquinonas (2-5) e tiossemicarbazonas (TSMM1-TSMM4)
devidamente sintetizadas e caracterizadas, foi avaliada a citotoxicidade das mesmas
frente a trés linhagens de células tumorais: melanoma murino (B16-F10), carcinoma
de célon murino (CT26.WT) e cancer de mama murino (4T1). Também foi avaliada a
atividade citotoxica dos compostos frente a uma linhagem de células saudaveis,
fibroblastos de camundongo (L929), empregando o ensaio colorimétrico de MTT por

72 h de tratamento.
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No ensaio, os compostos foram testados em concentragdo Unica de 25
Mg/mL, e apresentaram atividade antiproliferativa. A doxirrubicina foi empregada
como controle positivo na concentragao de 0,5 ug/mL. Os resultados mostraram que
todos os compostos sintéticos apresentaram algum grau de citotoxicidade contra,
pelo menos, uma das linhagens cancerosas ensaiadas.

Contra a linhagem tumoral B16-F10, com exce¢do de TMMS2, todos os
compostos apresentaram potencial inibitério da proliferacdo de células
tumorigénicas, que reduziram mais de 50% a viabilidade celular. As naftoquinonas 2
e 4 merecem destaque, visto que inibiram em 94,68 e 93,19%, respectivamente,
Tabela 12.

As naftoquinonas (2 — 5) e a tiossemicarbazona TSMM1 se destacaram
contra a linhagem 4T1, com inibicdo da viabilidade celular superior a 50%, sendo os
melhores resultados obtidos pelos compostos 2 e 4. E apenas as naftoquinonas 2, 4
e 5 foram capazes de inibir mais que 50% da proliferacdo celular de linhagens
CT26.WT, Tabela 12.

A avalicdo da citotoxicidade dos compostos contra a linhagem de fibroblasto
murino (L929) € uma importante ferramenta para avaliacdo de investigacdo de
citotoxicidade em células normais, observou-se que as naftoquinonas 2, 4 e 5, e a
tiossemicarbazona TSMM1 promoveram reducao da viabilidade superior a 50%, o

que denota efeito antiproliferativo contra células saudaveis, Tabela 12.

Tabela 12 - Avaliacao da citotoxicidade in vitro em linhagens tumorigénicas e normal
determinadas pelo ensaio MTT ap6s 72 h de incubacdo em concentracdo de

25ug/mL.
Amostra Inibicdo da proliferacéo celular (%)
B16-F10 4T1 CT26.WT L929
2 94,68 + 0,40* 82,25 + 2,39* 91,27 + 0,86* 67,75 * 6,65*
3 84,41 + 0,23* 68,36 + 3,29* 7,69+ 1,61 28,84 + 8,10
4 93,19 + 0,53* 78,18 + 4,31* 86,88 + 7,23* 78,46 + 6,58*
5 71,93 + 5,58* 74,45 + 2,51* 87,03 £ 0,66* 73,07 £ 4,27*
TSMM1 75,27 + 1,59* 66,42 + 4,18* 0,00+2,41 37,95 + 4,85*
TSMM2 29,29 + 2,63* 0,00 £ 5,68 6,05 + 10,39 12,97 + 4,33
TSMM3 57,85 + 4,44* 22,94 + 4,94* 0,36 + 7,68 12,17 + 2,33
TSMM4 56,06 + 0,43* 17,15+ 3,91 15,13 + 2,69 0,00 + 1,39
Doxorrubicina** 58,90 + 3,40* 46,41 + 0,68* 60,18 + 4,84* 18,40 £ 4,27~

Legenda: os dados foram expostos como média + EPM.
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*Analise de Variancia (ANOVA), seguido do teste de Dunnet para avaliagcao de significancia (p<0,05).

** concentragdo de 0,5 p/mL. Fonte: proprio autor, 2024.

Comparando o0s resultados, nota-se que a naftoquinona 3 e a
tiossemicarbazona TSMM1 merecem destaque, visto que foram ativas contra as
linhagens B16-F10 e 4T1, enquanto preservou as células normais (L929). J4 as
tiossemicarbazonas inéditas TSMM3 e TSMM4 foram ativas contra a linhagem
tumoral B16-F10, poupando a linhagem saudavel.

Considerando os resultados da naftoquinona com o seu derivado inédito
tiossemicarbazona, é notado que a modificacdo de 2, 4 e 5, gerando TSMM1,
TSMM3 e TSMM4, respectivamente, foi favoravel, pois os derivados sdo mais
seletivos para células tumorais. Enquanto que a modificacdo em 3 nao foi favoravel,
visto que a tiossemicarbazona TSMM2 ndo apresentou agao antiproliferativa, Tabela

12.



44

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foram desenvolvidos, com sucesso, a sintese de quatro
naftoquinonas 2, 3, 4 e 5, e a partir delas, sintetizadas quatro tiossemicarbazonas
inéditas, TSMM1, TSMM2, TSMM3 e TSMM4, compostos obtidos com os
rendimentos de 87, 73, 63, 57%, respectivamente. As moléculas sintetizadas tiveram
suas estruturas elucidadas por técnicas uni e bidimendionais de RMN de 'H e *3C,
espectroscopia de IV e massas de alta resolugcdo. Esses compostos foram
investigados quanto ao seu potencial citotéxico contra linhagens de células tumorais.
Os resultados obtidos a partir da investigacdo biolégica, demostram, que as
tiossemicarbazonas inéditas TSMM1, TSMM3 e TSMM4,; possuem atividade contra
células cancerosas, preservando as células normais do corpo. Logo, estas classes
de compostos sdo fortes candidatos a novos farmacos com aplicacdo

antineoplastica, tornando-as elegiveis para dar continuidade com o estudo in vivo.
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APENDICE A
EXPERIMENTAL

1.1 Extracgéo, purificacao e identificacdo do lapachol (1)

Figura Al - Estrutura molecular do lapachol (1).

Lapachol (1)

Fonte: Préprio autor, 2024.

O lapachol (1) foi extraido de lascas do cerne do caule do ipé amarelo
(Tabebuia sp). A madeira foi cortada em pequenos filetes (100g) e colocada em 800
mL de solucdo de hidréxido de sodio 1% (m/v) durante 2 horas. Em seguida, a
solucdo vermelha foi filtrada e neutralizada com 100 mL de solugdo de acido
cloridrico 6 M até a completa precipitacdo da naftoquinona 1. O sélido amarelo foi
filtrado e colocado para secar a temperatura ambiente.

O lapachol (1) obtido foi purificado solubilizando o sélido em etanol absoluto a
quente, seguida de filtracdo simples e imediata precipitacdo em agua destilada. O
sélido precipitado foi filtrado a vacuo e deixado secar em temperatura ambiente. O
lapachol (1) foi caracterizado por CCDA e técnicas uni (1D) e bidimensionais (2D) de
RMN de H e *C. Obtendo um soélido amarelo cristalino com rendimento entre 1,6 e
2,7% (m/m); P.f.: 138 - 139 °C, lit. 139 — 140 °C (FERREIRA, 1996; SOUZA et al.,
2008; NOVEL, 2021). Formula molecular: CisH1403; Massa molar: 242,09 g/mol;
RMN de 1H (400 MHz, CDCl3): & [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, H9); 1,79 (s, 3H, H13); 1,69 (s, 3H, H12). RMN
de 13C (100 MHz, CDCIs): & [ppm] 184,5 (C4); 181,7 (C1); 125,6 (C2); 135,0 (C6);
133,9 (C11); 133,0 (C7); 129,6 (C8a); 129,3 (4a); 126,1 (C5); 126,9 (C8); 123,5 (C3);
119,6 (C10); 25,9 (C12); 22,6 (C9); 18,0 (C13).

1.2 Sintese da B-lapachona (2)



52

Figura A2 - Sintese da B-lapachona (2) a partir do lapachol (1).

1 12

i H,SO
OH 2 4
O‘ TA 20
X
0]
Lapachol (1) B-lapachona (2)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Em um erlenmeyer de 25 mL pesou-se o lapachol (1) (1 mmol; 242 mg), e foi
acrescentado H>SO4 concentrado (2,5 mL). A reacdo permaneceu sob agitacdo a
temperatura ambiente por duas horas. Em seguida, a mistura reacional foi vertida
em um béquer com 250 mL contendo agua destilada gelada. O sélido precipitado foi
filtrado a vacuo, e deixado secar a temperatura ambiente. A B-lapachona (2) foi
purificada por CC obtendo um sélido vermelho cristalino com rendimento entre 50 e
90%; P.f.: 154 — 155 °C, lit. 154 — 156 °C (MELO, 2020; CARVALHO et al., 2002).
Férmula molecular: CisH1403, Massa Molar: 242,09 g/mol; RMN de H (400 MHz,
DMSO-de): & [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, H11,
H12). RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] 179,0 (C6); 177,7 (C5); 160,6
(Cla); 135,0 (C9); 132,0 (C10a); 130,8 (C8); 129,9 (C6a); 127,8 (C7); 123,7 (C10);
112,5 (C4a); 79,0 (C2); 30,8 (C3); 26,3 (C11, C12); 15,9 (C4).

1.2 Sintese do acido-B-lapachona-3-sulfénico (3)

Figura A3 - Sintese do &cido-3-lapachona-3-sulfénico (3) a partir do lapachol (1).
" 12

o)
OH H2SO4 /ACZO
O‘ 20-30 °C ; 20min
A
o)

i (0]
Lapachol (1) Acido-B-lapachona-3-sulfénico (3)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Em um baléo de reagcéo de 50 mL pesou-se o lapachol (1) (2 mmol; 484 mg) e

adicionou-se 2 mL de anidrido acético. A mistura foi submetida a agitacdo constante,
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e adicionou-se 120 pl de &cido sulfarico concentrado gota-a-gota. Ao acrescentar o
acido, a temperatura comeca a subir, logo a mistura reacional foi colocada em banho
de gelo, mantendo a temperatura da mistura entre 20 e 30 °C. Depois de gotejado
todo o acido sulfarico, a mistura reacional permaneceu sob agitacdo a temperatura
de 20 a 30 °C por 20 min. O sélido formado foi filtrado e lavado com 150 mL de éter
etilico, e em seguida seco a temperatura ambiente. Obteve-se um soélido vermelho
com rendimento de 76%, P.f.: 123-125 °C, lit. 158 — 160 °C (SOUZA et al., 2008).
Férmula molecular: C15H1403, Massa Molar: 242,09 g/mol; RMN de H (400 MHz,
DMSO-de): & [ppm] 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H7); 7,73 (m, 2H, H8 e H9); 7,58 (m, 1H,
H10); 2,82 (m, 2H, H4); 2,49 (m, 1H, H3); 1,74 (s, 3H, H11); 1,41 (s, 3H, H12). RMN
de 3C (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] 179,1 (C6); 177,6 (C5); 159,8 (Cla); 135,0
(C9); 131,9 (C6a); 130,8 (C10); 130,0 (C10a); 127,8 (C7); 123,8 (C8); 112,8 (C4a);
82,0 (C2); 59,4 (C3); 28,6 (C11); 21,1 (C4); 20,4 (C12).

1.3 Sintese da 3-iodo-B-lapachona (4)

Figura A4 - Sintese do 3-iodo-3-lapachona (4) a partir do lapachol (1).
11 12

l,, CH,Cl,, Piridina

OH
O‘ ta. 24h
AN

Lapachol (1)

3-iodo-B-lapachona (4)

Fonte: Préprio autor, 2024.

A uma mistura de lapachol (1) (1 mmol; 242 mg) e diclorometano (20 mL) sob
agitacdo, adicionou-se iodo molecular (1 mmol; 254 mg) triturado e piridina (0,6
mmol; 48 pL). A reagdo permaneceu em agitagcdo por 24 horas a temperatura
ambiente, em seguida o solvente foi evaporado no rotaevaporador e o sélido seco foi
solubilizado em 20 mL de cloroférmio. A mistura reacional foi lavada com solucdo
aguosa 5% de bicarbonato de sddio (3 x 10 mL), e de agua destilada (3 x 10 mL). O
solvente foi evaporado e o sdlido foi solubilizado mais uma vez em cloroférmio (6
mL), a mistura foi lavada com uma solucéo a 10% de iodeto de potassio (3 x 15 mL),
e posteriormente lavado com agua destilada (3 x 15 mL) (FILHO et al., 2006). O
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produto obtido foi purificado por CC, e obteve-se um soélido cristalino laranja com
rendimento de 33%; P.f.: 130 — 131 °C. Formula molecular: C15H1403, Massa Molar:
242,09 g/mol; RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] 7,95 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
H7); 7,80 (d, J = 3,5 Hz, 2H, H8 e H9); 7,67 (m, 1H, H10); 4,73 (t, J = 5,8 Hz, 1H,
H3); 3,20 (dd, J = 18,2/ 5,3 Hz, 1H, H4); 2,99 (dd, J = 18,2/ 6,3Hz, 1H, H4); 1,59 (s,
3H, H11); 1,58 (s, 3H, H12). RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds): d[ppm] 178,6 (C6);
177,8 (C5); 159,8 (Cla); 135,1 (C9); 131,4 (C10a); 131,2 (C10); 129,9 (6a); 128,0
(C7); 123,8 (C8); 111,7 (C4a); 80,5 (C2), 30,4 (C3); 30,2 (C4); 27,0 (C11); 24,6
(C12).

1.4 Sintese da a-lapachona (5)

Figura A5 - Sintese da a-lapachona (5) a partir do lapachol (1).

0
ACOH/HCI 30% (v/v)

O‘ = 100 °C: 1h 30min
OH
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Lapachol (1) o-lapachona (5)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Em um baldo de reacéo de 25 mL pesou-se o lapachol (1) (1 mmol; 242 mg) e
adicionou-se uma solucdo de acido acético glacial (240uL) e &cido cloridrico
concentrado (630uL). Em seguida, a mistura reacional foi submetida a agitacdo com
aquecimento em banho de glicerina a 100 °C por 1,5 h. Passado esse periodo, a
reacgao foi resfriada até a temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi vertida
em cerca de 500 mL de agua destilada bem gelada (contendo pedras de gelo) para
a precipitacdo da a-lapachona (5). O solido obtido foi filtrado a vacuo e deixado
secar a temperatura ambiente.

A a-lapachona (5) obtida foi purificada solubilizando-a em etanol absoluto a
quente, seguido de filtracdo simples e imediata precipitacdo em agua destilada. O
sélido foi filtrado e seco a temperatura ambiente. Obteve-se um sdlido amarelo
palido com rendimento de 63%, P.f.: 106 — 107 °C, lit. 113 — 114 °C (SOUZA et al.,
2008). Férmula molecular: C15H1403, Massa Molar: 242,09 g/mol; RMN de *H (400
MHz, CDClI3): & [ppm] 8,02 (m, 2H, H6 e H9); 7,61 (m, 2H, H7 e H8); 2,56 (t, J = 6,6
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Hz, 2H, H4); 1,76 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H3); 1,37 (s, 6H, H11, H12). RMN de 3C
(100MHz, CDCls): & [ppm] 184,5 (C5); 180,1 (C10); 154,7 (Cla); 134,0 (C7); 133,0
(C8); 132,2 (C5a«C9a); 132,2 (C9a«>C5a); 126,4 (C6); 126,4 (C9); 120,2 (Cda);
78,2 (C2); 31,4 (C3); 26,5 (H11—-H12); 16,8 (C4).

1.6 Método geral de sintese das tiossemicarbazonas (TSMM1 — TSMM4)

A uma solugdo metandlica da adequada naftoquinona (2, 3, 4 ou 5) (0,5
mmol) foi acrescentada uma solucdo metandlica de 4-metil-3-tiossemicarbazida (0,5
mmol). A mistura reacional foi submetida a aquecimento (50 - 60 °C) e agitacao
constante, e em seguida adicionou-se uma gota de HCI ao meio reacional, para a
sintese de TSMM2, TSMM4 e TSMM5, ou acetato de sédio, para a preparacéo de
TSMM3. O progresso da reacao foi acompanhado por CCDA, o solido precipitado no
meio reacional foi filtrado e lavado com metanol e colocado para secar a
temperatura ambiente. Em seguida, os quatro produtos inéditos obtidos (TSMM2 —

TSMM5) foram caracterizados por RMN.

1.6.1 Caracterizacdo de 1-(2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromen-6(5H)-

ilideno)metiltiossemicarbazida (TSMM1)

Figura A6 - Esquema de sintese da tiossemicarbazona TSMM1, derivada da (3-
lapachona (2).

S MeOH/HCI
¢ AN NHa _50-60°C 20
H H

B-lapachona (2)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Obteve-se um solido laranja com rendimento de 87%; P.f.: 218 — 219 °C. MS:
(IM + H]+) m/z 330,1299. ChemBioDraw Ultra 12.0: FM: C17H19N302S e MM: 329,12.
RMN de *H (400 MHz, CDClz): & [ppm] 15,11 (s, 1H, H12); 8,10 — 8,05 (m, 1H, H10);
8,01 (d, J = 3,6 Hz, 1H, NH); 7,88 (dd, J = 8,2 e 6,0 Hz, 2H, H7); 7,50 — 7,41 (m, 2H,
H8 e H9); 3,34 (d, J = 4,9 Hz, 3H, H15); 2,58 (t, J = 6,7 Hz, 3H, H4); 1,84 (t, J = 6,7
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Hz, 3H, H3); 1,45 (s, 6H, H16 e H17). RMN de 13C (100 MHz, CDCls): 3[ppm] 181,1
(C5); 179,8 (C13); 161,5 (Cla); 131,4 (C6a); 129,5 (C9); 129,2 (C6); 128,6 (C8):
127,2 (Cl10a); 123,5 (C7); 122,7 (C10); 111,6 (Cda); 78,5 (C2), 31,7 (C3); 31,5
(C15); 27,1 (C16 e C17); 16,1 (C4). IV: ¥ [cm!] 3346 (N-H); 1700 (C=0); 1600 (C=N);
1200 (C=S).

1.6.2 Caracterizagdo de 6-(2-metilcarbamoiltioidrazona)-2,2-dimetil-5-oxo-3,4,5,6-
tetrahidro 2H-benzo[h]cromeno-3-sulfénico acido (TSMM2)

Figura A7 - Esquema de sintese da tiossemicarbazona TSMM2 derivada do acido-
B-lapachona-3-sulfonico (3).

S MeOH/HCI
~ )J\N,NH2 50 - 60 °C, 7h

3-iodo-B-lapachona (3)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Obteve-se um solido amarelo com rendimento de 73%; carbonizou em 250
°C. MS: ([M + H]+) m/z 410,0873. ChemBioDraw Ultra 12.0: FM: C17H19N305S2 e
MM: 409,08. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] 15,04 (s, 1H, C=N-NH); 9,47
(d, J = 3,9 Hz, 1H, SC-NH); 8,62 — 8,55 (m, 1H, H7); 7,84 — 7,75 (m, 1H, H10); 7,58 —
7,47 (m, 2H, H8 e H9); 3,13 (d, J = 3,37 Hz, 3H, H15); 2,95 (dd, J = 17,5 e 5,2 Hz,
1H, H4); 2,83 (dd, J = 11,2 e 5,2 Hz, 1H, H3); 2,54 (dd, J = 14,0 e 78,4 Hz, 1H, H4);
1,76 (s, 3H, H17); 1,40 (s, 3H, H16). RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds): d[ppm]
180,9 (C5); 178,7 (C13); 160,6 (Cla); 131,5 (Cé6a); 130,3 (C8+C9), 129,4 (C6);
129,2 (C8+C9); 126,4 (C6); 124,5 (C7); 123,4 (C10); 112,3 (C4a); 82,0 (C2), 59,9
(C3); 32,2 (C15); 29,2 (C16~C17); 21,4 (C16+-C17); 20,8 (C3). IV: ¥ [cm™] 3346 (N-
H); 1700 (C=0); 1600 (C=N); 1200 (C=S).
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1.6.3 Caracterizacdo de 1-(3-iodo-2,2-dimetil-5-ox0-3,4-diidro-2H-benzo[h]cromeno-
6(5H)-ilideno)metiltiossemicarbazida (TSMM3)

Figura A8 - Esquema de sintese da tiossemicarbazona TSMM3, derivada do 3-iodo-
B-lapachona (4).

S MeOH/HCI
+ JJ\N,NH2 50 - 60 °C, 2h

N
H H

3-iodo-B-lapachona (4)

Fonte: Préprio autor, 2024.

Obteve-se um sdlido laranja com rendimento de 63%; Pf.: 191 — 192 °C. MS:
(IM + H]+) m/z 456,0269. ChemBioDraw Ultra 12.0: FM: C17H18IN302S e MM: 455,02.
RMN de *H (400 MHz, CDCls) & 15,00 (s, 1H, C=N-NH); 8,09 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H7);
8,01 (s, 1H, SC-NH), 7,89 (d, J = 7,4 Hz, 1H, H10); 7,57 — 7,42 (m, 2H, H8 e H9);
4,36 (t, J = 6,7 Hz, 1H, H3); 3,34 (d, J = 3,9 Hz, 4H, H4 e H15); 3,16 (dd, J =179 e
8,6 Hz, 1H, H4); 1,69 (s, 3H, H16); 1,61 (s, 3H, H17). RMN de 13C (100 MHz, CDCly):
d[ppm] 179,6 (C5);179,0 (C13); 160,0 (C1a); 130,2 (C8 e C9); 128,7 (C8 e C9);
123,6 (C10); 122,8 (C7); 110,5 (C1la); 80,6 (C2), 31,5 (C15); 30,5 (C4); 29,0 (C3);
26,9 (C16-C17). IV: ¥ [cm™?] 3346 (N-H); 1700 (C=0); 1600 (C=N); 1200 (C=S).

1.6.4 Caracterizagcdo de 1-(2,2-dimetil-5-0x0-3,4-diidro-2H-benzo[g]cromeno-
10(5H)ilideno)metiltiossemicarbazida (TSMM4)
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Figura A9 - Esquema de sintese da tiossemicarbazona TSMM4, derivada da a-
lapachona (5).

(0]
0 g A
s MeOH/HCI OO iy
+ \N)J\N/NHZ 50 - 60 °C, 10h 5 9a O 16
o N“N —_— N‘NH 17
(0]
a—lapachona (5) TSMM4 = >NH

Fonte: Préprio autor, 2024.

Obteve-se um so6lido amarelo com rendimento de 57%; Pf.: 217 — 219 °C. MS:
(IM + H]+) m/z 330,1303. ChemBioDraw Ultra 12.0: FM: C17H19N302S e MM: 329,12.
RMN de H (400 MHz, CDCIs3): & [ppm] 12,08 (s, 1H, C=N-NH); 8,10 (dd, J = 19,0 e
7,5 Hz, 2H, H6 e H9); 7,76 (s, 1H, SC-NH); 7,61 — 7,43 (m, 2H, H7 e H8); 3,33 (s,
3H, H15); 2,63 (t, J = 6,2 Hz, 2H, H4), 1,87 (t, J = 6,4 Hz, 2H, H3), 1,53 (s, 6H, H16 e
H17). RMN de 3C (100 MHz, CDCls): 8[ppm] 183,1 (C5); 178,7 (C13); 155,0 (C1a);
133,0 (C10); 131,8 (C7-C8); 130,0 (C9a); 129,2 (C7+C8); 128,1 (Cha); 126,1
(C6-C9); 123,1 (C6+C9); 116,2 (C4a); 80,0 (C2); 31,4 (C15); 31,2 (C3); 26,7 (C16
e C17); 16,9 (C4). IV: ¥ [cm™] 3346 (N-H); 1700 (C=0); 1600 (C=N); 1200 (C=S).
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Tabela B1 - Deslocamento quimico de RMN de **C (100 MHz, CDCI3) e *H (400
MHz, CDCI3) e correlagbes C-H do lapachol (1).

Lapachol (1)

HSQC HMBC

C 6c on #3JcH

1 181,7 - OH

2 125,6 - H9; OH

3 123,5 = H9; OH

4 184,5 - H9; OH
4a 129,3 - H5

5 126,1 8,12 (m, 1H) :

6 135,0 7,75 (id, J=7,6; 1,4Hz, 1H) H8

7 133,0 7,67 (id, J=7,5; 1,4 Hz, 1H) H5, H6, H8
8 1269 8,07 (m, 1H) H6, H7
8a 129,6 - H7

9 226 3,31(d, J=7,4 Hz, 2H) H10

10 119,6 5,21 (m, 1H) H9, H12, H13
11 133,9 - H9, H12, H13
12 25.9 1,69 (s, 3H) H10, H13
13 18,0 1,79 (s, 3H) H10, H12
OH i 7,33 (s, 1H) i

(<) Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos

podem estar trocados.
Setas azuis representam o acoplamento *H, 3C a 23Jc.4 espectro HMBC.

Setas vermelhas representam o acoplamento entre os hidrogénios vicinais do

espectro COSY.

Fonte: Préprio autor, 2023
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Figura B1 - Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCIs) do lapachol (1).
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Figura B2 - Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCIs) do lapachol (1).
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Figura B3 - Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (100 MHz, CDCIls) do lapachol (1).
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Figura B4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, CDCIz) do lapachol (1).
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Figura B5 - Espectro de RMN de 'H, *C-HSQC (400 MHz, CDClIs) do lapachol (1).
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Figura B6 - Espectro de RMN de 'H, **C-HMBC (400 MHz, CDCls) do lapachol (1).
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APENDICE C
Tabela C1- Deslocamento quimico de RMN de 3C e 'H e correlagdes C-H da B-

lapachona (2) de 3C (100 MHz, DMSO-ds) e 1H (400 MHz, DMSO-ds) e a-
lapachona (3) de *3C (100 MHz, CDCIs) e *H (400 MHz, CDClIs).

e 1M 12
- g
a ; s 51,82
= 10 ) )
9 4:’1) 52,40
8
S: - 6a ) o /)O
2 57910 09,)))
406
B-lapachona (2) a-lapachona (3)
HSQC HMBC HSQC QMBC
C oc OH 23] e C oc OH 23] e
la 160,6 - H4; H10 la 154,7 - H4
2 79,0 - H3; H4; |2 78,2 - H3, H4,
H11; H12 H11, H12
3 30,8 1,82 (t, J=6,6 Hz, H4; H11; |3 31,4 1,76 (t, J = 6,6Hz, H4, H11,
2H) H12 2H) H12
4 15,9 2,40 (t, J=6,6 Hz, H3, H11, |4 16,8 256 (t, J = 6,6 H3, H1i1,
2H) H12 Hz, 2H) H12
4a 1125 - H3, H4 4a  120,2 - H3, H4
5 177,8 - H4 5 184,5 - H4, H6
6 179,0 - H7 5a 132,2 - H6, H7,
> H9
9a
6a 1299 - H8 6 126,4 8,02 (m, 2H) H7, H8
7 127,8 7,91 (d, J=7,6 Hz, H9, H10 7 134,0 7,61 (m, 2H) H6, H9
1H)
8 130,8 7,61 (m, 1H) - 8 133,0 7,61 (m, 2H) H6, H9
9 135,0 7,77 (m, 2H) H7 9 126,4 8,02 (m, 2H) H7, H8
10a 123,7 7,77 (m, 2H) H8, H9,|9a 1322 - H7, H8
H10 VN
5a
11 1321 - H7, H9, |10 180,1 - H4, H7,
H10 H8
12 26,3 1,43 (s, 6H) H3, H12 11 26,5 1,37 (s, 6H) H3, H12

(<) Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos podem estar trocados.
Setas azuis representam o acoplamento !H, ¥*C a ?3Jcn espectro HMBC. Setas vermelhas
representam o acoplamento entre os hidrogénios vicinais do espectro COSY.

Fonte: Préprio autor, 2023



Figura C1 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) da B-lapachona (2).
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Figura C2 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) da B-lapachona (2).
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Figura C3 - Espectro de RMN de **C-DEPT 135° (100 MHz, DMSO-ds) da B-lapachona (2).
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Figura C4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, DMSO-ds) da B-lapachona (2).

lll

{2.37,1.81%
{2.50,2.50} A

{1.80,2.38}

i

9.0

8.5 8.0 7.5

7.0

6.5

6.0

5.5

5.0

T T
4.5 4.0
f2 (ppm)

T

3.5

70

f1 (pom)



Figura C5 - Espectro de RMN de 'H, *C-HSQC (400 MHz, DMSO-ds) da B-lapachona (2).
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Figura C6 - Espectro de RMN de *H, **C-HMBC (400 MHz, DMSO-ds) da B-lapachona (2).
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APENDICE D

- Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) da a-lapachona (5).

Figura D1
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Figura D2 - Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCIls) da a-lapachona (5).
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Figura D 3 - Espectro de RMN de 3*C-DEPT 135° (100 MHz, CDCIz) da a-lapachona (5).
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Figura D4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, CDCIz) da a-lapachona (5).
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Figura D5 - Espectro de RMN de *H, **C-HSQC (400 MHz, CDCIls) da a-lapachona (5).
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Figura D6 - Espectro de RMN de *H, **C-HSQC (400 MHz, CDCIls) da a-lapachona (5).
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APENDICE E
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Tabela E1 - Deslocamento quimico de RMN de 3C e 'H e correlagées C-H da B-
lapachona-3-sulfénico (4) **C (100 MHz, DMSO-ds) e H (400 MHz, DMSO-ds) e da
3-iodo-B-lapachona (5) *3C (100 MHz, DMSO-ds) e *H (400 MHz, DMSO-ds).

5 -0
7 75 177,64
57,89 OF

B-lapachona-3-sulfénico (4)

3-iodo-B-lapachona (5)

HSQC HMBC HSQC QMBC
Oc OH 23Jcn C Oc OH 23)cm
la 159,8 - H3, H4, | la 160,2 - H4, H10
H12
2 82,0 - H3, H4, |2 81,1 - H3, H4,
H11, H12 H11, H12
3 59,4 2,49 (m, 1H) H3, H4, |3 30,9 4,73 (t, J=5,8Hz, H4, H11,
H11, H12 1H) H12
4 21,1 2,81 (m, 2H) H4, H12 |4 30,7 3,00 (m 1H) H3
4a 112,8 - H3, H4 4a 112,1 - H3, H4
5 177,5 - H4 5 177,8 - H4
6 179,1 - H7 6 179,0 - H7
6a 131,9 - H8, H9 6a 130,4 - H7, H8,
H10
7 127,8 7,89 (d, J =7,4Hz, H8, H9 7 128,5 7,95 (d, J=7,5Hz, HB8, H9
1H) 1H)
8 123,8 7,73 (m, 2H) H10 8 124,2 7,80 (d, J=3,5Hz, H7, H9,
2H) H10
9 135,0 7,73 (m, 2H) H7, H8, |9 135,6 7,80(d,J=3,5 Hz, H7, HS8,
H10 2H) H10
10 1308 7,58 (m, 1H) H7 10 131,6 7,70 (m, 1H) H8, H9
10a 129,9 - - 10a 131,9 - H7, H9,
H10
11 28,6 1,74 (s, 3H) H12 11 274 1,60 (s, 3H) H3, H12
12 20,4 1,41 (s, 3H) H11 12 25,0 1,59 (s, 3H) H3, H11

(<) Indica semelhanca do ambiente quimico por isso os deslocamentos podem estar trocados.
Setas azuis representam o acoplamento 'H, *C a 2?3Jcu espectro HMBC. Setas vermelhas
representam o acoplamento entre os hidrogénios vicinais do espectro COSY.

Fonte: Préprio autor, 2023
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Figura E1 - Espectro de RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) do acido B-lapachona-3-sulfénico (3).
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Figura E2 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) do acido B-lapachona-3-sulfénico (3).
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Figura E3 - Espectro de RMN de 3C-DEPT 135° (100 MHz, DMSO-ds) do acido B-lapachona-3-sulfénico (3).
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Figura E4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, DMSO-ds) do acido B-lapachona-3-sulfénico (3).
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Figura E5 - Espectro de RMN de *H, 1*C-HSQC (400 MHz, DMSO-ds) do &cido B-lapachona-3-sulfénico (3).

[

|

Ll

A,l_, Jk 1

-10
{2.85,20.92}, {1 #41,20.
-20
{2.49,19. }
-30

{1.74,28.08}

2.47,58.80
{ }\

{2.81,59.09}

~100

~110

{7.73,123. 62)\ .—120
7.73,134.72 L
{7.88,127. 53}* 7} ¥ [ 130

~140

~150

95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 -0.5
f2 (ppm)

84

f1 (ppm)



Figura E6 - Espectro de RMN de H, 3*C-HMBC (400 MHz, DMSO-ds) do acido B-lapachona-3-sulfénico (3).
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Figura E7 - Espectro total de massas de alta resolugéo do &cido B-lapachona-3-sulfonico (3).
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APENDICE F
Figura F1 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (4).
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Figura F2 - Espectro de RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (4).
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Figura F3 - Espectro de RMN de 3*C-DEPT 135° (100 MHz, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (4).
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Figura F4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (4).
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Figura F5 - Espectro de RMN de 1H, 3C-HSQC (400 MHz, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (4).
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Figura F6 - Espectro de RMN de 1H, 13C-HMBC (400 MHz, DMSO-ds) do 3-iodo-B-lapachona (4).
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APENDICE G
Figura G1 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CDClz) do TSMM1.
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Figura G2 - Espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDCls) do TSMML.
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Figura G3 — Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (100 MHz, CDClz) do TSMM1.
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Figura G4 - Espectro de RMN de tH-COSY (400 MHz, CDCls) do TSMML.
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Figura G5 - Espectro de RMN de H, 3C-HSQC (400 MHz, CDCls) do TSMML.
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Figura G6 - Espectro de RMN de H, 3C-HMBC (400 MHz, CDCls) do TSMM1.
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Figura G7 - Espectro de IV em pastilha de KBr do TSMML1.
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Figura G8 - Espectro total de massas de alta resolu¢cdo do TSMM1.
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APENDICE H
Figura H1 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do TSMM2.
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Figura H2 - Espectro de RMN de *3C (400 MHz, DMSO-ds) do TSMM2.
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Figura H3 - Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (100 MHz, DMSO-ds) do TSMM2.
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Figura H4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, DMSO-ds) do TSMM2.
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Figura H5 - Espectro de RMN de *H, **C-HSQC (400 MHz, DMSO-ds) do TSMM?2.
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Figura H6 - Espectro de RMN de 'H, **C-HMBC (400 MHz, DMSO-ds) do TSMM2.
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Figura H7 - Espectro de IV em pastilha de KBr do TSMM2.
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Figura H8 - Espectro total de massas de alta resolugdo do TSMM2.
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Figura |1 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) do TSMM3.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCIl3) do TSMM3.
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Figura I3 - Espectro de RMN de 3C-DEPT 135° (100 MHz, CDCls) do TSMM3.
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Figura 14 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, CDCls) do TSMM3.
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Figura I5 - Espectro de RMN de H, 3¥C-HSQC (400 MHz, CDCI3) do TSMM3.
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Figura 16 - Espectro de RMN de *H, 1*C-HMBC (400 MHz, CDClz) do TSMM3.
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Figura |7 - Espectro de IV em pastilha de KBr do TSMM3.
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Figura I8 - Espectro total de massas de alta resolugdo do TSMM3.
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- Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do TSMMA4.

Figura J1
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Figura J2 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCls) do TSMM4.
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Figura J3 - Espectro de RMN de *C-DEPT 135° (100 MHz, CDCls) do TSMM4.
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Figura J4 - Espectro de RMN de *H-COSY (400 MHz, CDCls) do TSMM4.
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Figura J5 - Espectro de RMN de 'H, ¥*C-HSQC (400 MHz, CDCIl3) do TSMM4.
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Figura J6 - Espectro de RMN de *H, 1*C-HMBC (400 MHz, CDClz) do TSMM4.
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Figura J7 - Espectro de IV em pastilha de KBr do TSMMA4.
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TSMM4
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