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Resumo

O uso de substancias de origem natural remonta momentos antepassados da
histéria humana, sendo de grande importancia na terapéutica. Os produtos naturais
gue possuem atividade farmacoldgica sdo metabdlitos secundarios. Dentre as classes
de produtos naturais de importancia na terapéutica esta a classe das naftoquinonas,
a qual apresenta diversos exemplos de importancia que possuem ampla atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoéria, cicatrizante e antineoplasica. Por conta dessa
atividade, as naftoquinonas séo alvo de modificacdes estruturais na tentativa de criar
compostos bioativos com potencial de se tornarem farmacos. Com isso, este trabalho
buscou isolar uma naftoquinona, o 3,5,8-TMON, e posteriormente realizou
modificacdes estruturais, para avaliar a reatividade desta molécula e sua viabilidade
como ponto de partida para a producdo de farmacos. Para isso, foram realizados
processos extrativos para se obter material de partida, bem como rea¢des de adicao
nucleofilica a carbonila, a fim de verificar a reatividade da molécula frente, a isoniazida,
fenilhidrazina e o-fenilenodiamina. Dentre os resultados obtidos, pode-se observar
gue o método de isolamento do produto de interesse se mostrou eficiente, o que
permite o acesso a grandes quantidades de material de partida. Também se observou
que a reagdo de 3,5,8-TMON com isoniazida e fenilhidrazina produziu produtos com
a massa do produto de interesse. Na primeira reacao, foi possivel purificar o produto
final apenas com lavagem utilizando acetona, resultando em um produto insoltvel
gue, quando analisado, possibilitou a proposi¢cao de um produto inédito. Na segunda
reacdo, observou-se que ocorreu a formacgédo de diversos produtos com massas
iguais, sendo elas de 418 u e 420 u. Estes produtos foram purificados por HPLC
preparativo e, quando analisados, dois deles tiveram suas estruturas propostas como
produtos inéditos, enquanto outro ainda necessita de mais andlises para concluséo.
A reacéo utilizando fenilhidrazina n&o formou produtos de interesse, acredita-se que
por conta da baixa reatividade do anel naftoquinona nas condi¢des utilizadas.

Palavras-chave: naftoquinonas; modificacéo estrutural; nucledfilo.
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Abstract

The use of natural substances dates back to the beginning of human history,
being of great importance in therapy those days. Natural products that have
pharmacological activity are mostly secondary metabolites. Among the classes of
natural products of importance in therapy is the class of naphthoquinones, which
presents several examples of molecules that have broad antimicrobial, anti-
inflammatory, healing and antineoplastic activity. As a consequence of this activity,
naphthoquinones are the target of structural modifications in an attempt to create
bioactive compounds with potential to become drugs. Thus, this work sought to isolate
a naphthoquinone, 3,5,8-TMON, and later carried out structural modifications to
evaluate the reactivity of this molecule and its viability as a starting point for the
production of drugs. Aiming this, extractive processes were carried out to obtain
starting material, as well as nucleophilic addition reactions to carbonyl, in order to verify
the reactivity of the molecule in reactions with isoniazid, phenylhydrazine and o-
phenylenediamine. Within the results obtained, it can be pointed out that the method
of isolation of the product of interest proved to be efficient, which allows access to large
amounts of starting material. It was also observed that the reaction of 3,5,8-TMON with
isoniazid and phenylhydrazine generated products with the mass of the product of
interest. In the first reaction, it was possible to purify the final product only by washing
using acetone, resulting in an insoluble product that, when analyzed, made it possible
to propose an unprecedented product. In the second reaction, it was observed the
formation of several products with equal masses, with 418 u and 420 u. These products
were purified by preparative HPLC and, when analyzed, two of them had their
structures proposed as unpublished products, while another one still needs further
analysis for conclusion. The reaction using o-phenylenediamine did not form products
of interest, due to the weak reactivity of the naphthoquinone ring under the conditions

used.

Keywords: naphtoquinones; structural modification; nucleophile.



Lista de Figuras

Figura 1. Derivados naturais de NaftOqUINONAS. ...........ceeiiiiiiiiiiiieeeiiieee et e et e s i e e snneee e 18
Figura 2. Ciclo Redox das naftoquinonas. (Fp: Flavoenzimas) (FpDT: DT-diaforase).........cccccvveeenee 19
Figura 3. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido do extrato da fermentacdo do fungo Cordyceps sp.
............................................................................................................................................................... 28
Figura 4. Espectros UV e de massas do produto da fermentacéo do tempo 2,61 min.............ccvveeee. 30
Figura 5. Espectros UV e de massas do produto da fermentacédo do tempo 6,11 min. ............ccceeeee. 30
Figura 6. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apés reacdo de desidratacdo do extrato ............ 32
Figura 7. Cromatograma DAD (varredura 240-700 nm) obtido da reag&o de 3,5,8-TMON com Isoniazida,
SOD refluUXO €M ACOH ...ttt e e e ettt e e e e e e s e nba bt et e e e e e e e s nrntbeeeaaeeeas 34
Figura 8. Espectros UV e de massas do pico cromatografico (ESI+ e ESI-), no tempo de retencéo 3,86
0011 o O OPPPPRPR 35
Figura 9. Cromatogramas DAD (240-700 nm) obtidos de 30 em 30 minutos da reacéo 3,5,8 TMON e
isoniazida, sob refluxo em acido acético. T1-T6 de baixo para cima, sendo T1=30 MiN.................... 36

Figura 10. Cromatogramas DAD (240-700 nm) obtidos da reacéo de 3,5,8-TMON com isoniazida, em

micro-ondas com Metanol € THA ... et s e e e e e s e r e e e e e e e e anees 37
Figura 11. Espectros UV e massas do produto reacional no tempo de reten¢éo 5,34 ........cccceevveeeene 38
Figura 12. Cromatograma (detector de massas) do produto reacional apos purificacéo..................... 39

Figura 13. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apds 24 horas da reacéo entre 3,5,8-TMON e
fenilhidrazina em temperatura ambIENTE ............oiii it 41
Figura 14. Espectros UV e massas do produto obtido apds 24 horas de reacao ...........cccceveeevivveeeens 42
Figura 15. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apds o aquecimento do meio reacional da reagéo
entre 3,5,8-TMON € fenilnidrazing ............uveiiiiiiii e 43
Figura 16. Espectros UV e massas do produto formado apds 0 aqUeCIMENtO ..........c.ceeevvvveeeeiiiieeeenns 44

Figura 17. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apés um longo periodo de tempo do término da

reacdo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina na primeira CONAIGAO. .........ueeveiririiiiiiiiie e 45
Figura 18. Espectros UV e massas do produto no tempo de retencdo de 8,16 mMin. .........cccceevvvveeeens 46
Figura 19. Espectros UV e massas do produto no tempo de retencdo de 7,14 min. .......cccceeevvuvnnnenn. 46
Figura 20. Cromatograma DAD (240-700 nm) da reacéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina em AcOH
SEM AQUECTIMIEITO. «.. e s 47
Figura 21. Espectros UV e massas do produto no tempo de retencdo de 6,44 min. .......ccccceevvuvvnneen. 48

Figura 22. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina em
ACOH € refluXx0 €M DANCAAEA .......cooiiiiiie ettt 49
Figura 23. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina em
ACOH e aquecimento €M MICIO-0ONUAS .......cccoiuiiieiiiiie ettt et e rebee e e s snbee e e e nneeas 49
Figura 24. Superior: Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reag&o entre 3,5,8-TMON antes da
extracédo liquido-liquido/ Inferior: Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reagédo entre 3,5,8-TMON
depois da extragao lHQUIdO-TIQUILO. ........ocuueiieiiiiie it e e e s st bee e e e ntee e e enrae e e e enees 51

Figura 25. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacéo entre 3,5,8-TMON e o-fenilenodiamina



Figura 26. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacéo entre 3,5,8-TMON e o-fenilenodiamina

fodo] a0 Ir=To [UT=Tod g [=T o (ol oo gl ¢ Tod {0 g T F- T PSSR 54
Figura 27. Espectro de fragmentacao de 3,5,8-TMON ......cceiiiiiiiiiiiiiieee e e et e e e e e aee s 55
Figura 28. Proposta de fragmentacao do ion de M/z 273 proveniente da molécula protonada........... 55
Figura 29. Proposta de fragmentacao do ion de M/z 249 proveniente da molécula protonada........... 56
Figura 30. Proposta de fragmentagdo do ion M/z 289 proveniente da molécula protonada................. 56
Figura 31. Estrutura do material de partida. 3,5,8-TMON.......ccociiiiiiiiiii e 56
Figura 32. Espectro de fragmentacdo do produto da reagéo entre 3,5,9-TMON e ISNZ ..............c...... 58
Figura 33. Fragmentos propostos para a reacdo entre 3,5,8-TMON € ISNZ ........c.cccoiiiiiiieeiiiiieeens 59

Figura 34. Cromatograma UV (371 - 480 nm) obtido do método preparativo para a purificacdo das
reacdes entre 3,5,8-TMON com fenilnidrazing ..o 60

Figura 35. Cromatograma DAD (240-700 nm) de cada um dos 4 picos — De baixo para cima: pico 1;

(oo 022 o (o o TR = o[ o S 61
Figura 36. Espectro de fragmentacao do Produto 3 ..........c.eeiiiiiiiiiiiiiie e 62
Figura 37. Estrutura proposta para a molecula P3 ... 63
Figura 38. Espectro de fragmentacao do ProdutO 2 ..........cc.eeiiiiiiiiiiiiiiiie e 66
Figura 39. Estrutura proposta para 0 ProAULO 2............eeeiiiiieiiiiiiee ittt esireee e 67

Xi



Lista de Esquemas

=TT o U T=T o - PP PP PP TPPPP 20
ESQUEMIA 2 ...ttt e e e oo e e e e e et e e e e e et e e e n e 20
ESQUEMIA 3 .. it e et e e e e e e et e e e e e e et e e e n e 21
RS T0 (1= 0 = N PP SUUPPPPPPRTR 21
(RS0 [UT=T 0 0 = T T PP PP PP 22
Esquema 6: Reacédo de desidratacéo e eliminacédo que leva a transformacéo de Erythrostominona em
TSR T 111V N PP PRR 31
Esquema 7: Esquema geral da reaGa0 PrOPOSTA.......uueeeiiirieeeiiiiee e itiee e e stree e et e et e s sbre e e e sbreeeeaes 33
Esquema 8. Possiveis reacgdes de 3,5,8-TMON com fenilhidrazina...........cccccceeveeeiiiiieeeiiiiee e 40
ESQUEMIA O ..ttt e e e e e e e e e e e e et e e e n e 52
Esquema 10. Proposta de fragmentacao do ion m/z = 202 proveniente da molécula protonada........ 59
Esquema 11. Proposta de framentacdo do ion m/z = 328 proveniente da molécula protonada.......... 59
Esquema 12. Proposta de fragmentacéo do ion m/z = 171 proveniente da molécula protonada........ 62
Esquema 13. Mecanismo proposto para a formacao de P3...........ueiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 65
Esquema 14. Proposta de fragmentacéo do ion m/z = 183 proveniente da molécula protonada........ 66

xii



Lista de Figuras em Anexo
Figura A 1. Espectro de massas de alta resolugdo obtidos no modo positivo. A molécula possui formula
molecular C17H1407 correspondendo a massa exata calculada de 330,0740 u para a molécula

desprotonada, apresentando um erro de 3,9385 ppm comparado com o observado no espectro...... 70

Figura A 2. Espectro de RMN de 1H para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 400 MHz..........ccccceevvinrnnnenn. 71
Figura A 3. Espectro de RMN 13C obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 100 MHz....................... 72
Figura A 4. Espectro de RMN DEPT obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 100 MHz. ................... 72
Figura A 5. Mapa de contornos 1H - 1H COSY, obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6 solvente, 400
Y] 2R OPPRPOPPPPN: 73
Figura A 6. Mapa de contornos HMQC obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 400 MHz. ............... 73
Figura A 7. Mapa de contornos HMBC obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 500 MHz................. 74

Figura A 8. Espectro de massas de alta resolucao obtidos no modo positivo. O produto da reacéo entre
naftoquinona e ISNZ possui formula molecular C23H19N307 correspondendo a massa exata calculada

de 449,1247 u para a molécula desprotonada, apresentando um erro de 5,3438 ppm comparado com

Lo 30 01T V=T Lo TN o =] 01T o 1 o R 75
Figura A 9. Espectro de RMN 1H obtido para o produto da reacéo entre 3,5,8-TMON e ISNZ, em DMSO-
Lo LG 10O Y 2 SRR 76
Figura A 10. Espectro de RMN TOCSY obtido para o produto da reacdo entre 3,5,8-TMON e ISNZ com
irradiacdo nos Hidrogénio 7,42 ppm (acima) e 8,79 ppm (abaixo), em DMSO-d6, 600 MHz .............. 77
Figura A 11. Mapa de contornos HMQC obtido para o produto da reacao entre 3,5,8-TMON e ISNZ em
DMSO-0B6, BO0 MHZ. ....eviieiiiiecie ettt e e st e et e e st e e st eeesteeasteeetaeesstaeeasseesnteesnsaeeanseeennes 77
Figura A 12. Mapa de contornos HMBC obtido para o produto da reacéo entre 3,5,8-TMON e ISNZ em
DT S @ o [ T 0O 1Y 1 2SR 78

Figura A 13. Espectro de massas de alta resolu¢do obtidos no modo positivo. O Produto 2 possui
férmula molecular C23H18N20s correspondendo a massa exata calculada de 418,1165 u para a

molécula desprotonada, apresentando um erro de 4,0659 ppm comparado com o observado no

ESPIBCIIO. .. s 79
Figura A 14. Espectro de RMN 1H obtido para o Produto 2, em CDCI3, 600 MHz............cccvvvvevviennnns 80
Figura A 15. Mapa de contornos HMQC obtido para o Produto 2, em CDCI3, 600 MHz. .................... 80
Figura A 16. Mapa de contornos HMBC obtido para o Produto 2, em CDCI3, 600 MHz .................... 81
Figura A 17. Espectro de RMN TOCSY obtido para o Porduto 2, com irradiagdo no Hidrogénio 7,97
PPM, €M CDCI3, 600 MHZ ....ooeiiiiei e e e e e s e s e e e e e e s e sssteareeaeeessassraneeeeeeesannnnes 81
Figura A 18. Espectro de RMN TOCSY obtido para o Porduto 2, com irradia¢cao no Hidrogénio em 4,91
PPM, €M CDCI3, 600 MHZ ....ooeiiiiei et e et e e e s e st r e e e e e s e ansstaaeeeeeeessasstaneeeeeeeaennnnes 82

Figura A 19 Espectro de massas de alta resolugéo obtidos no modo positivo. O Produto possui férmula
molecular C23H20N206 correspondendo a massa exata calculada de 420,1321 u para a molécula

desprotonada, apresentando um erro de 5,2364 ppm comparado com o observado no espectro...... 83

Figura A 20. Espectro de RMN 1H obtido para o Produto 3, em CDCI3, 600 MHz..........cccccoeviiiinneen. 84
Figura A 21. Mapa de contornos HMQC obtido para o Produto 3 em CDCI3, 600 MHz...................... 84
Figura A 22. Mapa de contornos HMBC obtido para o Produto 3 em CDCI3, 600 MHz ..................... 85



Figura A 23. Espectro de RMN TOCSY obtido para o Produto 3, com irradiac&do no Hidrogénio em 4,711
PPM, €M CDCI3, 600 MHZ ....ooiiiiie e e e e e s e s e e e e e e s s st e eeeeaeessssntaneeeeeeeaaannnes 85
Figura A 24. Espectro de massas de alta resolucdo obtidos no modo positivo. O Produto 4 possui

férmula molecular C23H1sN20s correspondendo a massa exata calculada de 418,1165 u para a molécula

desprotonada, apresentando um erro de 4,305 ppm comparado com o observado no espectro........ 86
Figura A 25. Espectro de RMN 1H obtido para o Produto 4, em CDCI3, 600 MHz............cccccevviveeenns 88
Figura A 26. Mapa de contornos HMQC obtido para o Produto 4, em CDCI3, 600 MHz.................... 88
Figura A 27. Mapa de contornos HMBC obtido para o Produto 4, em CDCI3, 600 MHz .................... 89

Xiv



Lista de Abreviacdes
HPLC — High performance liquid cromatography (Cromatografia liquida de alta eficiéncia)
RMN — Ressonancia magnética nuclear
MHz — Mega Hertz
Q-TOF — Quadrupole time of fly (quadropolo por tempo de voo)
BD — Meio de cultivo batata-dextrose
UPLC — Ultra performance liquid cromatpgraphy (Cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia)
NAD(P)H — Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
DNA — Acido desoxirribonucleico
NF-kB — Fator nuclear kappa B
IKK — IkappaB kinase
DEPT - Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (Intesificagdo sem distor¢éo por
transferéncia de polarizagéo)
HMBC - Heteronuclear Multiple Bond Correlation (correlagdo heteronuclear de ligacdes
multiplas)
HMQC - Heteronuclear Multiple Quantum Correlation (correlagdo heteronuclear de quantum
multiplas)
COSY - 'H-'H Correlation Spectroscopy (Espectroscopia de correlacédo de hidrogénios)
NOESY — Nuclear Overhauser effect spectroscopy (Espectrometria Diferencial com Efeito
Nuclear Overhauser)

TOCSY - Total Correlation Spectroscopy (Espectrometria de correlagéo total)

Xv



Vitor Tassara de Moraes Trabalho de Conclus3do de Curso

1. Introducéo

1.1. Produtos Naturais

Desde os tempos pré-histéricos o ser humano usa produtos naturais advindos
de plantas, animais, microrganismos e organismos marinhos como forma de
tratamento de enfermidades.? Existem, na histéria do mundo, varias correntes de
medicina tradicional, que utilizaram produtos naturais por milhares de anos como meio
de tratamento dos pacientes, sendo a mais famosa delas a medicina tradicional da
China.? Com o avanco dos conhecimentos tecnocientificos, foi possivel identificar a
farmacologia e os mecanismos de acdo de algumas plantas medicinais usadas pela
medicina tradicional chinesa, o que fez com que esses tratamentos fossem
compreendidos do ponto de vista moderno.*>6

Estas moléculas possuem uma grande variedade estrutural e sdo compostos
vitais na area da saude, uma vez que suas estruturas, muitas vezes, possuem ligacdo
com alvos moleculares e, com isso, geram um efeito terapéutico relevante, como
substancias no tratamento de cancer e antibiéticos.’

Os produtos naturais sdo metabdlitos secundarios, ou seja, sdo compostos
derivados de metabolitos primarios - carboidratos, aminoacidos e lipideos.® Esses
metabdlitos secundarios, ao contrario dos primarios, nao possuem relacdo direta
aparente com o crescimento, desenvolvimento e reproducdo de organismos, no
entanto eles possuem um papel fundamental na adaptacdo ao ambiente, em
estratégias de defesa e na sobrevivéncia da espécie.® Por conta disso, os metabdlitos
secundarios s@o constantemente considerados na inovagdo e prospeccao de novas
drogas, sendo aplicados na &area medicinal, cosmética e nutricional.’® Esses
metabolitos sdo divididos por origem biossintética e classificados em flavonoides,
alcaloides, terpenos, cumarinas, fenéis e quinonas, por exemplo.1:8

Os produtos naturais possuem uma grande variedade estrutural, o que pode
ser observado com as diversas classes ja citadas. Com isso, € possivel observar
desde estruturas pequenas, como no caso de alguns aminoacidos, até estruturas
maiores e mais complexas, como em moléculas que possuem anéis esteroidais.
Dentro desta gama de moléculas, existem varias que, para serem utilizadas como
farmacos, necessitam de modificacbes estruturais. Estas moléculas podem possuir
grandes grupos apolares, que dificultam a solubilidade no meio aquoso do organismo,
reduzindo a absorcdo do farmaco, ou até mesmo possuirem fungfes organicas que
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prejudicam a interacdo da molécula com o alvo. Neste contexto a modificagdo das
estruturas destes produtos € essencial, para que sua atividade seja aumentada,

gerando melhores farmacos.’

1.2. Importancia de naftoquinonas e seus derivados

A estrutura quinoide estd espalhada por todas a natureza e as quinonas
abrangem perto de 1200 produtos naturais.'?> Essas moléculas possuem diversas
funcdes nos organismos, sendo essenciais em processos metabolicos e de
homeostase. Dentre as diferentes quinonas, estdo as naftoquinonas, que sao
compostos que possuem duas carbonilas conjugadas a um sistema policiclico
aromatico. Dentre as rotas biossintéticas estao a via do acetatomalonato, a dos acidos
mevalonico e corismico, além das vias do acido p-hidroxibenzoéico.!3

Os derivados naturais das naftoquinonas tém sido constantemente
encontrados como metabdlitos de plantas, de microrganismos e de organismos
marinhos,* e a importante atividade biolégica, celular e farmacolégica dessa classe
de moléculas tem sido investigada por varios estudos. Presentes em muitas plantas
medicinais, na forma de metabdlitos secundarios, os derivados de naftoquinonas
(Figura 1), como shikonin, lapachol e plumbagin, sdo considerados os compostos com
papel principal na atividade antimicrobiana, inseticida, anti-inflamatéria e
cicatrizante!®6. dessas plantas, além de possuirem atividade antineoplasical’. Para
as plantas, as naftoquinonas tém papel importantissimo na inibicdo do crescimento de
organismos que possam comprometer o seu desenvolvimento, tendo funcéo chave na

sua adaptacdo ao ambiente no qual se encontram.®
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Figura 1. Derivados naturais de naftoquinonas.
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As naftoquinonas também sdo importantes para os mamiferos, pois sao
constituintes do complexo das vitaminas K, que é obtido via alimentacdo ou por
producdo de microrganismos simbiontes. As moléculas desse complexo de vitaminas
sdo cofatores da enzima y-glutamil carboxilase que catalisa a transformacéao de
residuos de glutamato em y-carboxiglutamato, e exercem papel fundamental na
coagulacéo, visto que quatro fatores pro-coagulacdo dependem da vitamina K como
cofator.'® Além disso, as vitaminas K atuam sobre as citocinas'® e prevenindo a morte
neuronal.®

As naftoquinonas atuam nas células por diversos mecanismos, sendo dois 0s
principais deles: a geracdo de espécies reativas de oxigénio ou a atuacdo em vias de
sinalizacdo celular.® Dentro das células algumas enzimas irdo fazer com que as
naftoquinonas sejam reduzidas, com a retirada de um ou de dois elétrons.
Flavoenzimas presentes no reticulo endoplasmatico e na mitocondria irdo fazer a
reducdo de um elétron, formando o radical semiquinona,?® ja algumas enzimas
citosélicas como a NAD(P)H quinona oxidorredutase (também chamada de DT-
diaforase) irdo fazer a reducéo de dois elétrons, formando os radicais hidroquinona.®
Esses radicais formados entrardo em um ciclo com moléculas de Oz (Figura 2), 0 que
ird acarretar na formacéo do radical superéxido.?* Uma vez formado esse radical, ele

irA gerar outras espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxila e radical
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peroxido de hidrogénio, os quais tem um alto poder oxidativo e estao relacionados a

danos de varias macromoléculas das células.1®

Figura 2. Ciclo Redox das naftoquinonas. (Fp: Flavoenzimas) (FpDT: DT-diaforase)
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o
O - o«—
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Somado ao efeito das espécies reativas de oxigénio, as semiquinonas em
excesso podem se ligar a varias estruturas celulares como a membrana celular,
proteinas e até mesmo ao DNA de maneira irreversivel, levando a morte celular.??
Esse efeito pode ser mais seletivo para células tumorais,?? visto que elas possuem
maior sensibilidade ao estresse oxidativo por conta do seu estado proliferativo
elevado.?*

A outra forma de acédo das naftoquinonas € atuando sobre a sinalizacéo celular,
na via de NF-kB por exemplo. Nesta via, as naftoquinonas inibem a enzima IKK, que
€ responsavel por fosforilar a forma inativa (IkBa) e fazer com que esse complexo
sofra degradacdo proteossomal, liberando NF-kB para se ligar ao DNA.?> Esse
mecanismo de a¢do pode explicar as atividades anti-inflamatdrias, anti-angiogénese
e anti-tumoral® das naftoquinonas.

Dentro dos compostos dessa classe temos varios que se destacam por sua
atividade bioldgica, como o lapachol, a B-lapachona, a lawsona, o plumbagin, o
shikonin entre outros (Figura 1). Este altimo composto, assim como as naftoquinonas
de maneira geral, pode atuar de diversas formas, tais quais, auxiliando na diminuicéo
da resposta inflamatoria, no processo de cicatriza¢do, na morte de linhagens celulares
HL-60 presentes na leucemia, dentre outras propriedades farmacolégicas.?6:27:28.29 A

importancia desse composto é tanta que devido a esfor¢os, principalmente no Japéao,
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foi desenvolvida a primeira aplicagcéo de cultura celular de tecido vegetal para se obter
metabdlitos secundarios no mundo, pela empresa Mitsui Petrochemical Company.°
Dada a grande importancia das naftoquinonas como agentes farmacoldgicos,
essa classe de moléculas tém sido utilizada como ponto de partida para a producao
de compostos biologicamente ativos, como é o caso do lapachol.3?
Silva e colaboradores, empregaram a reacdo do lapachol com o-
fenilenodiamina em condi¢cdes acidas para a producédo de fenazinas (Esquema 1).

Heterociclos como as fenazinas®? possuem importancia na quimica medicinal®3.

NH,
o OH NH;
L — 0
OH o
© o)

AcOH, AcONa
Refluxo 90-95°C

2h 95%

Esquemal
Dandawate e colaboradores, realizaram a reacdo do plumbagin com a
isoniazida em meio acido, afim de produzir funcionalizagdo na molécula da
naftoquinona (Esquema 2). Esta modificacdo visa adicionar um grupo farmacofoérico
conhecido, que possui efeitos semelhantes aos das naftoquinonas por atuar sobre a
via de NF-Kb34.

N T ss60C “NH
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Esquema 2

Carvalho e colaboradores, realizaram a reacdo da p-Lapachona com a
fenilhidrazina, em metanol e a temperatura ambiente por 27 horas, afim de produzir
uma hidrazona proveniente da naftoquinona (Esquema 3). Esta reacéo é interessante

pelo potencial farmacolégico do produto formado.3®
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Esquema 3

Um outro representante da classe das naftoquinonas € o composto 3,5,8-
TMON (3,5,8-trihidroxi-6-metoxi-2-(5-oxohexa-1,3-dienil)-1,4-naphthoquinona), que é
um metabdlito secundario de cor vermelha intensa isolado do fungo Cordyceps
unilateralis BCC 1869.%6 Esse composto apresenta o grupamento naftoquinona e
apresenta semelhanca estrutural aos compostos dessa classe (Figura 1). O 3,5,8-
TMON apresenta uma estrutura promissora para modificacdes estruturais com
finalidade de gerar substéncias biologicamente ativas.3’

Adicionalmente, esta molécula possui, além do centro naftoquinona, uma
cadeia lateral com um sistema «,f,y,0-instaturado conjugado a uma carbonila de
cetona (Esquema 4). Este tipo de sistema é comumente utilizado para reacdes de
heterociclizagcdo com fenilhidrazina, formando um anel de dihidropirazol o qual possui

atividade biolégica muito relevante, como demonstrado por George e colaboradores®®

Esquema 4

2. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho de conclusdo de curso foi explorar a
reatividade do composto 3,5,8-TMON frente a rea¢bes com nucleodfilos que contém
atomos de Nitrogénio, afim de criar grupamentos quimicos importantes do ponto de

vista farmacéutico.
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A partir do isolamento do 3,5,8-TMON, este projeto avaliou as possibilidades
de modificacao estrutural do referido produto natural frente a nucledfilos nitrogenados
(como por exemplo aqueles presentes no (Esquema 5) bem como a caracterizou os

produtos formados.
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H,CO OH /'/
OH © Cf

_NH,

I=

Esquema5

2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Isolar e purificar o composto 3,5,8-TMON do processo fermentativo do fungo
Cordyceps sp.

2.1.2. Estudar modificagcbes estruturais do 3,5,8-TMON via reacfes de
funcionalizacdo e de heterociclizagdo empregando isoniazida, fenilhidrazina, o-
fenilenodiamina e outros nucleofilos anélogos.

2.1.3. Caracterizar os produtos das reacdes usando técnicas espectrométricas e

espectroscopicas.
3. Materiais

3.1. Equipamentos
- Vidrarias especificas para realizacdo de sintese organica e extracao
liquido-liquido.
- Reator de micro-ondas Anton-parr, modelo monopar 300.
- Rota evaporador R - 144 BUCHI®.
- Centrifuga de bancada (NOVA instruments).

- Agitador magnético Corning.
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- Mesa agitadora orbital - Mod. 190 Nova Etica® e MA 140 CFT
Marconi®.

- Espectrometro de massa — Xevo TQ-S Waters® acoplado com sistema
Acquity™ UPLC.

- Balanca analitica FA2104N - Celtac®.

- Espectrobmetro de massas Triplo-TOF 5600 Sciex acoplado com
sistema HPLC Nexera

- HPLC — Shimadzu (equipado com controladora CBM-20A, bombas
LC6AD, detector SPD-20A, degaseificador DGU-20A5 e injetor manual
Rheodyne.

- Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear - Bruker® Avance
[Il HD — 600 e Bruker® DRX — 400

3.2. Reagentes, Solventes e outros
- Os solventes utilizados no trabalho sdo de grau analitico ou
cromatografico
- Isoniazida (SIGMA®).
- Fenilhidrazina Cloridrato (VETEC), obtido por meio da Zilquimica.
- o-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich).
- Acido o-fosférico (Synth).
- MgSOs (Sulfato de Magnésio) anidro (Synth).
- Acetato de Sodio (AcO Na*) (Synth).
- Acido Acético (AcOH) (Synth).
- Sulfato de Cobre (Synth).
- Acido Trifluoracético (TFA) (Sigma-Aldrich).
- Acido férmico (AF) (Sigma-Aldrich).
- Metanol (MeOH) HPLC (Synth).
- Acetato de Etila (AcEt) (Synth).
- Acetona (Synth).
- Agua deionizada.
- Solventes deuterados: CDCIs (Cloroférmio) e DMSO-ds
(dimetilsulfoxido)
- Meio Batata-Dextrose (BD).
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- Coluna cromatogréfica de HPLC C18 Shimadzu-ODS (250 x 4.6 mm,
5 ym) — Shimadzu®.

- Coluna cromatogréfica de HPLC Ascentis® Express C18 (10.0 cm x
3.0 mm, 2.7 ym) — Supelco®.

- Coluna cromatografica de HPLC Luna C18 (250 x 20.00 mm, 5 pym) —
Phenomenex®.

4. Métodos

4.1. Isolamento e purificacdo do produto de interesse

O fungo Cordyceps sp. foi fermentado em meio liquido batata-dextrose em
erlenmeyers de 5 L, com um volume de 1 L em em cada um. A fermentag&o foi
conduzida por um periodo de 15 dias, sob agitacdo constante 150 rpm e temperatura
de 28°C.3" Apods esse periodo, 4 L do meio foi filtrado e o caldo fermentado foi
submetido a trés extracdes liquido-liquido com Acetato de Etila na proporcéo de 1:3
em pH 2 com o auxilio do acido o-fosforico. ApGs a realizacdo dos procedimentos
extrativos em funil de separacéo, a fase organica, de aproximadamente 1,5 L, foi seca
com sulfato de magnésio anidro e concentrada a pressao reduzida com o auxilio de
um rotaevaporador, obtendo-se 4,0 g de um solido vermelho que foi identificado como
extrato bruto.

O solido foi adicionado a 500 mL de H20 e 3 mL de acido o-fosférico em um
baldo de 1000 mL. Em seguida, o baldo foi submetido ao refluxo overnight. Apés
resfriamento, o conteddo do baléo foi transferido para tubos de centrifuga, os quais
foram armazenados em geladeira por um periodo de 24 horas. Em seguida,
centrifugou-se o conteldo e o sobrenadante fora retirado e transferido para um
béquer. Posteriormente, adicionou-se agua gelada ao precipitado presente na
centrifuga e o sobrenadante fora dividido em dois outros frascos para centrifugacao.
Repetiu-se a centrifugacao e reservou-se o precipitado em um béquer.

O precipitado foi seco sob ventilagdo a temperatura ambiente. Uma pequena
aliquota foi retirada e solubilizada em Metanol HPLC para analise, obtendo um

rendimento de aproximadamente 50% em relagéo ao extrato bruto.

4.2. Condi¢cdes cromatograficas
Todas as reacdes foram monitoradas por LC-DAD-MS/MS utilizando um

sistema de cromatografia liquida acoplado ao espectrémetro de massas Acquity Xevo
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TQS (Waters®), empregando uma coluna Ascentis® Express C18 (10.0 cm x 3 mm,
2.7 ym) — Sigma Aldrich, com detector de DAD foi na faixa de 200-700 nm e ambos
0s modos de analise (positivo e negativo) para a identificacdo dos produtos de reacao.

Para realizacdo de cromatografia de alta eficiéncia em escala preparativa,
utilizou-se um sistema HPLC — Shimadzu (equipado com controladora CBM-20A,
bombas LC6AD, detector SPD-20A, degaseificador DGU-20A5 e injetor manual
Rheodyne. Primeiramente utilizando-se da coluna cromatografica de HPLC C18
Shimadzu-ODS (250 x 4.6 mm, 5 ym) — Shimadzu®, e posteriormente utilizando-se
da Coluna cromatografica de HPLC Luna C18 (250 x 20.00 mm, 5 pum) -
Phenomenex®. O método utilizado consiste em um modo de eluicdo por gradiente
linear, de uma mistura de Metanol e 4gua, ambos com 0,1% de AF, partindo da
proporcdo de 60:40 (MeOH/H20) para 98 (MeOH/H20) em 30 minutos. Apés este
tempo, retorna-se a concentragdo inicial por mais 10 minutos. O fluxo utilizado foi de
1 mL/min para o0 modo analitico e de 12 mL/min para o modo preparativo. Os

cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda de 371 nm - 480 nm.
4.3. Modificacdes estruturais

4.3.1. Reagéo com isoniazida

Primeiramente, pesou-se 49,9 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-
se para um baldo de uma boca de 50 mL. Adicionou-se 20 mL de AcOH e solubilizou-
se 0 material de partida. Pesou-se 26,19 mg (~0,1911 mmol) de isoniazida e
transferiu-a para o baldo, em uma proporc¢ao de 1:1,2. O baléo reacional foi submetido
ao refluxo por 3 horas. ApoOs decorrido este tempo, foi realizada extracdo liquido-
liguido com Acetato de Etila, na propor¢cdo 1:2 com solucdo de NaCl saturada.
Observou-se formacdo de emulsdo na entrefase, com a presenca de precipitado.
Separou-se as 3 fases e analisou-se por LC-MS.

Segundamente, pesou-se 50,20 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-
se para um tubo de micro-ondas. Adicionou-se 10 mL de AcOH e solubilizou-se o
material de partida. Pesou-se 26,4 mg (~0,1911 mmol) de isoniazida e transferiu-a
para o tubo, em uma proporcédo de 1:1,2. O reator de micro-ondas utilizou a
temperatura de 118°C e 1000 rpm. Foram retiradas aliquotas de 30 em 30 minutos,

ate totalizarem 3 horas de reacdo. As aliquotas foram analisadas por LC-MS.
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Terceiramente, pesou-se 50 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-se
para um tubo de micro-ondas. Adicionou-se 15 mL de MeOH e solubilizou-se o
material de partida. Pesou-se 25,9 mg (~0,1911 mmol) de isoniazida e transferiu-a
para o tubo, em uma proporcao de 1:1,2. Adicionou-se 150 pL de acido trifluoracético
e adicionou-se o tubo ao micro-ondas, utilizando 70°C e 1000 rpm. Ap4s uma hora,
transferiu-se o contetdo do tubo para um bal@o e evaporou-se sob presséo reduzida.
O solido do baldo foi raspado e entéo transferido para tubos de centrifuga. Adicionou-
se acetona na proporcédo de 2 mL para cada 1 mg de material sélido. Centrifugou-se
e retirou-se o sobrenadante, repetindo o processo até que o0 sobrenadante fique
limpido. O produto, um sdlido vermelho escuro e insoluvel, foi seco a temperatura
ambiente e posteriormente solubilizado em MeOH com o auxilio de DMSO para

analise em LC-MS e, também, em DMSO-ds para analise de RMN.

4.3.2. Reagéo com fenilhidrazina

Primeiramente, pesou-se 50 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-se
para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 15 mL de MeOH e solubilizou-se o material de
partida. Pesou-se 28,7 mg (~0,197 mmol) de cloridrato de fenilhidrazina e transferiu-
a para o baldo, em uma propor¢cédo de 1:1,3. A reacdo foi tomada por 24 horas a
temperatura ambiente, apos este tempo, retirou-se uma aliquota para andlise em LC-
MS. Agqueceu-se a reacao por 3 horas e depois desligou-se 0 aquecimento. Secou-se
o conteudo do balédo sob pressao reduzida e analisou-se o sélido em LC-MS.

Segundamente, pesou-se 51,02 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-
se para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 20 mL de AcOH e solubilizou-se o material
de partida. Pesou-se 28,4 mg (~0,197 mmol) de cloridrato de fenilhidrazina e
transferiu-a para o baldo, em uma proporcéo de 1:1,3. A reacao foi tomada por 24
horas a temperatura ambiente, apés este tempo, retirou-se uma aliquota para anélise
em LC-MS. Aqueceu-se a reacao por 30 minutos e depois desligou-se 0 aguecimento.
A reacao foi extraida com AcEtH2O na proporcdo 2:1 e concentrado em
rotaevaporador. O extrato foi analisado em LC-MS e purificado por HPLC preparativa.

Apos isso, pesou-se 50,5 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-se
para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 20 mL de AcOH e solubilizou-se o material de
partida. Pesou-se 28,6 mg (~0,197 mmol) de cloridrato de fenilhidrazina e transferiu-
a para o baldo, em uma proporcao de 1 : 1,3. Submeteu-se o conjunto ao aquecimento

e retirou-se aliquotas de 30 em 30 minutos. A reagdo foi tomada por 1 hora, ap0s este
26



Vitor Tassara de Moraes Trabalho de Conclus3do de Curso

tempo, desligou-se o aquecimento. A reacao foi extraida com AcEt : H20 na proporgéo
2:1 e concentrado em rotaevaporador. O extrato foi analisado em LC-MS e purificado
por HPLC preparativa.

Em quarto lugar, pesou-se 50 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-
se para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 20 mL de AcOH e solubilizou-se o material
de partida. Pesou-se 28,45 mg (~0,197 mmol) de cloridrato de fenilhidrazina e
transferiu-a para o baldo, em uma proporcédo de 1:1,3. Submeteu-se o conjunto ao
micro-ondas, retirando-se aliquotas de 15 em 15 minutos até atingir uma hora e
desligou-se o aquecimento. A reacgdo foi extraida com AcEt:H20 na propor¢éo 2:1 e
concentrado em rotaevaporador. O extrato foi analisado em LC-MS e purificado por
HPLC preparativa.

Por fim, pesou-se 50,6 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-se para
um baldo de 50 mL. Adicionou-se 20 mL de MeOH e solubilizou-se o material de
partida. Pesou-se 28,2 mg (~0,197 mmol) de cloridrato de fenilhidrazina e transferiu-
a para o baldo, em uma proporc¢éo de 1:1,3. Submeteu-se o conjunto ao micro-ondas,
retirando-se aliquotas de 15 em 15 minutos até atingir uma hora e desligou-se o
aquecimento. A reacéao foi extraida com AcEt:H20 na proporgéo 2:1 e concentrado em
rotaevaporador. O extrato foi analisado em LC-MS e purificado por HPLC preparativa.

4.3.3. Reacdo com o-fenilenodiamina

Primeiramente, pesou-se 49,9 mg (~0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-
se para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 10 mL de AcOH e solubilizou-se o material
de partida. Pesou-se 17,7 mg (~0,166 mmol) de o-fenilenodiamina e transferiu-a para
o baldo, em uma proporcao de 1:1,1. A reacao foi submetida ao refluxo por duas horas
e, passado o tempo, realizou-se uma extracao liquido-liquido com Acetato de Etila 1:2
com solucdo saturada de NaCl. A fase organica foi seca sob pressdo reduzida e
ressuspendida em metanol HPLC para analise em LC-MS.

Segundamente, pesou-se 50 mg (0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e transferiu-se
para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 10 mL de AcOH e solubilizou-se o material de
partida. Pesou-se 18,2 mg (~0,166 mmol) de o-fenilenodiamina e transferiu-a para o
baldo, em uma proporgéo de 1:1,1. A reagao foi submetida ao aquecimento via micro-
ondas a 80°C por duas horas e, passado o tempo, realizou-se uma extracao liquido-

liguido com Acetato de Etila 1:2 com solugéo saturada de NaCl. A fase organica foi
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seca sob pressao reduzida e ressuspendida em metanol HPLC para andlise em LC-
MS.

5. Resultados e discussao

5.1. Isolamento e purificacdo do produto de interesse

Assim como realizado por Mendonca (2016, p. 16-17) o fungo Cordyceps sp.
foi fermentado em meio de cultura liquido BD por um periodo de 15 dias. Apds o
periodo fermentativo, realizou-se extracao liquido-liquido com Acetato de Etila em pH
acido. Apos secagem e evaporacao do solvente, obteve-se um sélido denominado de
extrato bruto®.

Apéds a fermentacao e o processo de extracdo do meio de cultivo, obteve-se o

cromatograma a seguir (Figura 3):

Figura 3. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido do extrato da fermentag&o do fungo Cordyceps sp.
amostra LCO1A produto mixer 02

09032021_LCO1A_Vitor_02 3: Diode Array
2.61 Range: 5.91

7 6.11

AU

4.46

3157

A figura acima apresenta a formacéo de dois picos de maior intensidade, nos
tempos de retencgéo 2,60 minutos e 6,14 minutos. A partir dos espectros de massas e

de absorcdo U.V. o pico cromatografico com tempo de retencao 2,60 min. (Figura 4)
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foi atribuido como a Erythrostominone, com um ion [M+H]* de m/z 349 e [M-H] de m/z
347, o que corresponde a uma massa de 348 u. Ja o pico cromatografico com tempo
de retencdo 6,14 min (Figura 5), foi atribuido ao 3,5,8-TMON, com um [M+H]* de m/z
331 e [M-H] de m/z 329, o que corresponde a uma massa de 330 u. Estas atribui¢cdes

tiveram como base dados obtidos na literatura.3’
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Figura 4. Espectros UV e de massas do produto da fermentacdo do tempo 2,61 min
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Figura 5. Espectros UV e de massas do produto da fermentacdo do tempo

6,11 min.
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Com o objetivo de isolar o produto de interesse em maior quantidade, o
Erythrostominone presente na mistura foi convertido ao 3,5,8-TMON por meio de
refluxo na presenca de acido, o qual catalisa uma reacdo de desidratacdo e de

abertura do anel furanico, via mecanismo de eliminacado (Esquema 6).

OH O OH OH O o
AN
+
H o I
4>
H,CO OH
OH O A OH O Exact Mass: 330,07

Exact Mass: 348,08
Erythrostominone 3,5,8-TMON

Esquema 6: Reacdo de desidratacdo e eliminacdo que leva a transformacéo de
Erythrostominona em 3,5,8-TMON

O refluxo foi mantido overnight e, apés a neutralizacdo do excesso de acido,
tomando cuidado para ndo aumentar o pH acima de 7, de maneira a aumentar a
solubilidade em agua do composto, transferiu-se o liquido para tubos de centrifuga e
resfriou-os em geladeira. Apds resfriar, centrifugou-se e o sobrenadante fora retirado
e transferido para um béquer. Posteriormente, adicionou-se agua gelada ao
precipitado e o sobrenadante fora dividido em dois outros frascos de centrifuga.
Repetiu-se a centrifugacao e reservou-se o precipitado em um béquer.

O precipitado foi seco sob ventilacdo a temperatura ambiente e depois raspado.
Uma pequena aliquota foi retirada e solubilizada em Metanol HPLC para analise, que

apresentou o resultado a seguir (Figura 6):
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Figura 6. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apds reacédo de desidratacdo do extrato
amostra LCO1A MIXER Hidrolisado
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Neste cromatograma € possivel observar a presenca de um pico predominante
com tempo de retencdo de 6,29 minutos. O qual correspondente ao composto 3,5,8-
TMON, tendo como base a analise realizada anteriormente. Com isso, observa-se que
a obtenc&o de material de partida pode ser realizada de maneira eficaz, o que permite
0 acesso facilitado ao substrato das modificagbes estruturais.
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5.2.  Modificagbes estruturais

5.2.1. Reagédo com isoniazida

N—
N\ /
(@]
HN
OH O 0] OH O N
T L o
_NH, +
+ = N H g‘
H5CO OH N H HsCO OH
OH O Z A OH O
Exact Mass: 330,07 Exact Mass: 137,06 Exact Mass: 449]12

Esquema 7: Esquema geral da reacdo proposta

Em um primeiro momento, a reacdo da naftoquinona 3,5,8-TMON com a
isoniazida (Esquema 7) foi realizada seguindo a metodologia utilizada por Reis
(2019), porém com algumas modificagdes, como na naftoquinona de partida: 50 mg
(0,151 mmol) de 3,5,8-TMON foram empregados na reacdo com 26,2 mg (0,1911
mmol) de isoniazida, em uma proporcdo de 1:1,2. Utilizou-se Acido Acético como
solvente reacional e submeteu-se ao refluxo por 3 horas.®® Apés o termino do tempo
de reacdo, foi realizado procedimento de extracao liquido-liquido com acetato de etila.
Observou-se a formacédo de emulsédo e a presenca de precipitado entre as fases.
Separou-se as 3 fases (aquosa, emulsao e organica) para posterior analise no sistema

LC-MS, como apresentado no cromatograma (Figura 7) a seguir:
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Figura 7. Cromatograma DAD (varredura 240-700 nm) obtido da reacédo de 3,5,8-TMON com
Isoniazida, sob refluxo em AcOH
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Neste cromatograma € possivel observar a formacdo de um produto de
interesse no tempo de retencdo 3,86 min, 0 qual possui a massa equivalente ao
produto desejado, com [M+H]* de m/z 450 e [M-H] de m/z 448, o que corresponde a
uma massa de 449 u (Figura 8). Ainda é possivel observar a presenca de material de

partida, no tempo de retencdo 6,01 min, e de dois outros subprodutos da reacéo.
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Figura 8. Espectros UV e de massas do pico cromatografico (ESI+ e ESI-), no tempo de
retencao 3,86 min
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Apos dois testes de reacdes sob as condi¢ces anteriores, substituiu-se a forma
de aguecimento de refluxo para micro-ondas, com isso realizou-se uma reag¢ao nas
mesmas propor¢cdes e na mesma grandeza da anteriormente citada, porém com
aquecimento por micro-ondas. Aliquotas foram retiradas a cada 30 em 30 minutos por
um periodo de 3 horas e extraidas com acetato de etila, afim de monitorar o tempo
reacional necessério para o consumo do material de partida e monitorar a formacéo
do produto de interesse. As analises foram realizadas em LC-MS analitico e

resultaram nos cromatogramas da Figura 9:
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Figura 9. Cromatogramas DAD (240-700 nm) obtidos de 30 em 30 minutos da reacéao 3,5,8
TMON e isoniazida, sob refluxo em acido acético. T1-T6 de baixo para cima, sendo T1= 30 min
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ApoOs a avaliacdo destes cromatogramas, podemos observar a auséncia do
material de partida até o tempo de 1 hora, o que determina um novo tempo reacional
para a reacao empregando micro-ondas.

Apés tentativas com a metodologia anteriormente citada, seguiu-se a
metodologia utilizada por Dandawate (2012), porém com algumas altera¢cdes como a
utilizacdo de micro-ondas. A reacdo foi conduzida com as mesmas proporc¢des e
grandezas das primeiras reac¢des (50 mg de 3,5,8-TMON e 26,2 mg de isoniazida)
porém nesta metodologia o solvente utilizado fora o metanol, juntamente com &cido
trifluoracético como catalizador.3* O meio reacional foi submetido ao aguecimento no
micro-ondas por uma hora. Apos o tempo reacional, transferiu-se o contetido para um

baldo volumétrico e secou-se sob pressao reduzida. A reacdo foi suspensa com
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acetona e analisada em LC-MS. Apos andlise, a reacao foi repetida, porém com o

dobro de material, desta vez com 100 mg de 3,5,8-TMON e 52,4 mg de isoniazida.
As andlises de ambas as reacfes, a que utilizou 50 mg de material de partida

e a que utilizou 100 mg de material de partida resultaram nos seguintes

cromatogramas (Figura 10):

Figura 10. Cromatogramas DAD (240-700 nm) obtidos da reacao de 3,5,8-TMON com isoniazida,
em micro-ondas com Metanol e TFA
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Nota-se que em ambas as propor¢des os cromatogramas sdo semelhantes, ja
que a diluicdo utilizada para injecdo foi a mesma. E possivel observar que houve
consumo total do material de partida e que ha majoritariamente o produto de interesse,
o qual foi atribuido a partir dos picos [M+H]* de m/z 450 e [M-H] m/z 448, o que
corresponde a uma massa molecular de 449 u (Figura 11). E possivel observar a
alteracao no tempo de retencéo do produto de 3,86 minutos, na metodologia de Reis

(2019), para 5,34 minutos na metodologia de Dandawate (2012).
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Figura 11. Espectros UV e massas do produto reacional no tempo de retencéo 5,34
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Apesar do produto de interesse estar em maior quantidade na mistura

reacional, fez-se necessaria o desenvolvimento de um método de purificagdo. Devido

a sua baixa solubilidade nos solventes testados e a alta solubilidade das impurezas

em acetona. O solido obtido foi submetido a sucessivas lavagens com acetona por, a

fim de retirar tais impurezas. Apds uma série de lavagens o produto foi purificado como

€ possivel observar no cromatograma obtido pela analise em espectrdmetro de

massas de alta resolugcéo, mostrado a seguir.
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Figura 12. Cromatograma (detector de massas) do produto reacional ap6s purificacao
W TIC of +TOF MS: Bxp 1, from Sanple 1 (vitor052) of Vitor_prept-DMSO_OL wiff (DuoSpray () Max. 1.967 ops.
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Apébs a observacdo das andlises realizadas, pode-se inferir que para reacdes
entre o 3,5,8-TMON e a Isoniazida as melhores condi¢bes encontradas envolvem a
utilizacdo de MeOH como solvente e TFA como catalisador, sendo o meio reacional

aguecido por micro-ondas.
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5.2.2. Reagéo com fenilhidrazina

OH O (o}
T
+
~o OH
OH O
Chemical Formula: C47H,40; OH O

Exact Mass: 330,07 Chemical Formula: Co3HpqN,0g

Exact Mass: 420,13

OH O

Chemical Formula: C3H,gN,Og
Exact Mass: 420,13

Esquema 8. Possiveis reagdes de 3,5,8-TMON com fenilhidrazina

Por possuir uma estrutura que permite a realizacdo de ataques nucleofilicos,
além de possuir um anel aromatico, a fenilhidrazina se mostrou uma molécula
interessante para reacbes com o 3,5,8-TMON (Esquema 8). Para esta reacao,
seguiu-se a metodologia utilizada por Carvalho (2002), com algumas modificacdes.
Realizou-se a reacdo com 50 mg (0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e 28,5 mg (0,197
mmol) de fenilhidrazina, solubilizados em metanol. N&o foi adicionado catalisador e a
reacao foi deixada 24 horas a temperatura ambiente e, apds esse tempo, foi retirada

uma aliquota e analisada em LC-MS (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apés 24 horas da reacao entre 3,5,8-TMON
e fenilhidrazina em temperatura ambiente
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E possivel observar a presenca de grande quantidade de material de partida,

além da formacdo de um possivel produto de interesse no tempo de retencao 8,97
minutos, o qual possui picos [M+H]* de m/z 421 e [M-H] de m/z 419, o que

corresponde a uma massa molecular esperada de 420 u (Figura 14).
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Figura 14. Espectros UV e massas do produto obtido apds 24 horas de reacéo
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Apbs a andlise, por conta da presenca de material de partida, o meio reacional

foi aquecido em banho de 6leo, para acelerar a reacdo, e apés uma hora foi retirada

uma aliquota e analisada por LC-MS.

O cromatograma apds o0 aquecimento, € possivel observar que houve o

consumo do material de partida, bem como a formacao de um novo produto de massa

igual ao produto de interesse, no tempo de retencéao 7,80 minutos (Figuras 15 e 16).
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Figura 15. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apés o aguecimento do meio reacional da
reacdo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina
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Figura 16. Espectros UV e massas do produto formado apés o aquecimento
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ApoOs um periodo de tempo na bancada, analisou-se novamente o material

proveniente da reacao e observou-se que os produtos formados ndo estavam mais

presentes e sim, dois novos produtos foram formados, como demonstram as figuras

17,18 e 19.
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Figura 17. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido apés um longo periodo de tempo do

término dareacéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina na primeira condicao.
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Figura 18. Espectros UV e massas do produto no tempo de retencao de 8,16 min.
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Figura 19. Espectros UV e massas do produto no tempo de retencéo de 7,14 min.
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Nota-se a formagé&o de dois produtos, um com tempo de retengao 7,14 min e

outro 8,16 min. Em ambos os tempos de retencao os produtos apresentam os mesmos
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picos de relacdo massa/carga: [M+H]* de m/z 419 e [M-H] de m/z 417. Com isso, 0S
produtos formados podem ser considerados com massa de 418 u, ou seja, duas
unidades de massa a menos do que os produtos anteriormente formados.

A partir disto, realizaram-se outros testes para a gerar os produtos observados,
sendo o primeiro deles realizando a troca do meio reacional, que continha metanol,
para um meio com 4cido acético, afim de testar a formacgéo dos produtos considerando
meio acido. Observou-se, entédo, a formacdo de uma mistura de produtos, na qual
observa-se a presenca de trés daqueles citados anteriormente como se ve na figura

20.

Figura 20. Cromatograma DAD (240-700 nm) da reacéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina em
AcOH sem aquecimento.
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Os produtos observados nos tempos de retencao 7,23 min e 8,24 min Sao 0s
mesmos produtos, de massa 418 u, ja citados bem como o produto no tempo de
retencdo 7,75 min, o qual possui massa de 420 u. O produto presente no tempo de
retencdo 6,43 min possui picos de relagdo massa/carga: [M+H]* de m/z 421 e [M-H]
de m/z = 419, como pode ser observado na Figura 21. Outros picos presentes no
espectro representam subprodutos reacionais com massas distantes das esperadas

para os produtos de interesse.
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Figura 21. Espectros UV e massas do produto no tempo de retencao de 6,44 min.
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Apés os resultados obtidos, decidiu-se por verificar o comportamento da reacao
sob agquecimento, utilizando-se de meio acido juntamente do aquecimento com banho
de Oleo e, posteriomente, com micro-ondas. As diferentes fontes de aquecimento
podem fornecer informacg@es interessantes sobre o comportamento das moléculas
formadas, existindo ainda um possivel efeito ndo térmico da radiacéo de micro-ondas
— efeitos, sem relacdo com a forma de aquecimento, gerados pela radiacao
eletromagnética no meio reacional, que podem mudar os produtos formados, bem
como suas propor¢ées.*® O preparo da reacdo seguiu as mesmas propor¢ées, sendo
50 mg (0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e 28,5 mg (0,197 mmol) de fenilhidrazina,
solubilizados em acido acético. Ambas as reacfes foram aquecidas, cada uma por um
método, por um periodo de uma hora. Observa-se na Figura 22 os produtos formados
durante a reacdo com aguecimento em banho de 6leo, enquanto o cromatograma

obtido através da reacdo com aquecimento por micro-ondas esta na Figura 23.
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Figura 22. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina

em AcOH e refluxo em bancada
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Figura 23. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reagéo entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina
em AcOH e agquecimento em micro-ondas
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Comparando os cromatogramas das reacdes dos métodos de aquecimento
diferentes, observa-se que as propor¢gdes dos produtos formados sao diferentes,
sendo que no aquecimento de bancada a mistura de produtos formada é semelhante
a reacao sem aquecimento, ao passo que o cromatograma da reacdo aquecida por
micro-ondas fornece apenas dois dos produtos principais observados nas condi¢oes
anteriores, com maior proporc¢éo do produto de massa 420 u, em tempo de retencao
7,77 min. Além disso, € possivel observar que na reacdo com aquecimento em micro-
ondas ha a presenca de material de partida, ao passo que na reacdo com refluxo a
reacdo foi finalizada mais rapido. Essa diferenca na composi¢cao dos produtos pode
ser um indicio de um efeito ndo térmico relacionado ao micro-ondas, ja que o produto
majoritario formado na reacao por tal método de aquecimento € diferente do produto
formado na reacdo em refluxo. No entanto, com citado na literatura, este pode ser um
caso de erro na leitura da temperatura de reacdo no reator, sendo entdo razao de um
efeito térmico.4°

Por fim, realizou-se a reacdo com o solvente original, metanol, e aquecimento
por micro-ondas, afim de observar uma possivel formacdo dos produtos inicalmente
formados. A reacdo apresentou a formacgéo de um produto de massa 420 u, bem como
pequenas quantidades de outros subprodutos reacionais, como no tempo de retencao
8,25 min, no entanto, considerando a quantidade de material de partida presente, esta
condicdo néo fora considerada para a purificacéo via corrida de HPLC preparativa.

E possivel observar, a partir das anélises dos cromatogramas que as diferentes
condi¢cbes de reacéo alteram as propor¢des de produtos formados, podendo, assim,
haver relacdo da formacdo destes produtos com a forma de aquecimento do meio
reacional, bem como a sua constituicdo estrutural.

Outro ponto de atencéo é que, nos casos das reacdes conduzidas na presenca
de &cido, apods a extracdo ocorre uma mudanca nas propor¢des dos produtos de
massa 420 e 418, como no exemplo da Figura 24, podendo indicar a conversao
durante o processo de extragao, dos produtos de massa 420 nos produtos de massa
418.
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Figura 24. Superior: Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacédo entre 3,5,8-TMON antes
da extracao liquido-liquido/ Inferior: Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacéo entre
3,5,8-TMON depois da extracéo liquido-liquido.
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Observando o cromatograma acima, o qual corresponde a reacao de 3,5,8-
TMON com a fenilhidrazina em AcOH e aquecimento via micro-ondas, nota-se que ao
término da reacao ha a presenca de trés produtos principais nos tempos de retencéo
7,77 min, 8,27 min e 8,86 min, além do material de partida em 6,00 minutos. Apés o
procedimento de extracdo, nota-se que o produto no tempo 8,86 min reduziu o seu
tamanho quando comparado aos outros, ao passo que ha um leve aumento no produto
em 8,25 min. Este fendbmeno ocorre para todos os trés métodos que empregam acido
acético, o que pode evidenciar a transformacdo dos produtos de massa 420 u, em
produtos de massa 418 u.

Analisando estes resultados, pode-se inferir que a molécula de 3,5,8-TMON
apresenta uma reatividade interessante frente a fenilhidrazina, sendo possivel
observar a formacédo de diversos produtos sendo, sendo possivel a presenca de

isbmeros na mistura final.
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5.2.3. Reagédo com o-fenilenodiamina

L Exact Mass: 330,07 | Exact Mass: 108,07 Exact Mass: 402,12
Esquema9

Para a reacdo do material de partida com a o-fenilenodiamina (Esquema 9)
fora utilizada a metodologia descrita por Silva (2011), com pequenas mudancgas, como
na auséncia de Acetato de sédio e na alteracdo da naftoquinona modificada. As
condic¢@es utilizadas envolviam 50 mg (0,151 mmol) de 3,5,8-TMON e 17,96 mg (0,166
mmol) de o-fenilenodiamina. A reacao foi realizada empregando acido acético como
solvente reacional sob refluxo.3' Apdés aproximadamente duas horas de reacdo
desligou-se o refluxo e realizou-se extracdo liquido-liquido com acetato de etila.
Ocorreu boa separacédo de fases. A fase organica foi seca sob presséo reduzida e
ressuspendida em metanol HPLC para andlise em LC-MS, o que resultou no seguinte

cromatograma (Figura 25):
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Figura 25. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacao entre 3,5,8-TMON e o-
fenilenodiamina
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No cromatograma nao é possivel observar a presenca do material de partida.

No entanto, nao foi observado nenhum ion com a massa molecular correspondente a
massa molecular do produto de interesse, levando-se a acreditar que nao ocorreu
formacdo do produto esperado nestas condicbes. Foram testadas variagcdes na
proporcao dos reagentes e, inclusive, submeteu-se a reacdo ao aquecimento via
micro-ondas, porém os resultados obtidos foram os mesmos, como pode-se observar
no exemplo a seguir (Figura 26) a qual representa a reagao realizada com

aguecimento via micro-ondas.
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Figura 26. Cromatograma DAD (240-700 nm) obtido da reacao entre 3,5,8-TMON e o-

fenilenodiamina com aquecimento por micro-ondas.
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Com isso, podemos dizer que o 3,5,8-TMON néo apresentou a formacédo do
produto esperado em sua reacao frente a o-fenilenodiamina para a formacao de um

composto com anel heterociclico fundido com o anel naftoquinona.
5.3. Caracterizacao estrutural

5.3.1. Material de partida 3,5,8-TMON

ApoOs os procedimentos de obtencdo do material de partida, submeteu-se o
produto final foi a andlises para confirmar a sua estrutura e, também, para que fosse
possivel uma comparacao das analises apds as modificacdes estruturais.

Primeiramente, utilizando-se de um espectrémetro de massas de alta resolucao
(Figura A 1) foi obtido um sinal de m/z 331, correspondente a formula molecular do
composto era Ci7H1407, com uma massa de 330,0740 u, com erro de 3,9385 ppm.
Prosseguiu-se com um estudo de fragmentacdo afim de avaliar os padrbes de
fragmentos gerados, utilizando ionizag&o por eletrospray e fragmentacao induzida por

colisdo. Com isso, foi gerado o seguinte espectro de fragmentacao:
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Figura 27. Espectro de fragmentacéao de 3,5,8-TMON
MS scan material de partida CID ion 331
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E possivel observar que os principais fragmentos obtidos s&o: [M+H]* de m/z
289, [M+H]* de m/z 273 e [M+H]* de m/z 249. Os ions que representam tais picos,

juntamente com os seus mecanismos de formacao séo:

Figura 28. Proposta de fragmentagéo do ion de M/z 273 proveniente da molécula protonada.
He o
OH o] o,

\O
—
OH o
Chemical Formula: C7H, 505"
Exact Mass: 331,08 OH o
- = S o
Jo
\O [e]
OH o Chemical Formula: C;HgO

Exact Mass: 58,04
Chemical Formula: € HgOg"

Exact Mass: 273,04
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Figura 29. Proposta de fragmentacdo do ion de M/z 249 proveniente da molécula protonada

®
OH OH
7\
+
\O o] S
Chemical Formula: Cj7H 507 OH o

Exact Mass: 331,08 . . . !
Chemical Formula: C,HgOg Chemical Formula: CsHgO
Exact Mass: 249,04 Exact Mass: 82,04

Figura 30. Proposta de fragmentacdo do ion M/z 289 proveniente da molécula protonada
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H
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~o ‘

OH o Chemical Formula: C;H,O
Exact Mass: 42.01

Chemical Formula: C;H504" Chemical Formula: CysH;304'
Exact Mass: 331,08 Exact Mass: 289,07

Com isso, percebe-se que a fragmentacdo do material de partida ocorre
principalmente na cadeia lateral insaturada, mantendo-se a estrutura do anel
naftoquinona intacto para estas fragmentacoes.

Complementando essas andlises, foram realizadas analises de RMN utilizando
DMSO-ds como solvente. Os dados foram adquiridos em um espectrometro de
ressonancia magnética nuclear de 400 MHz. Foram realizados 0s seguintes
experimentos: 'H, 3C, DEPTQ, COSY, HMQC e HMBC. Todos os espectros
encontram-se em Anexo. A partir dos experimentos, € possivel atribuir a seguinte

estrutura, a qual estd em concordancia com a literatura3®;

Figura 31. Estrutura do material de partida. 3,5,8-TMON
OH 0 0

OH 0O

Chemical Formula: C;;H,4,0;
Exact Mass: 330,07

As correlacdes entre os atomos de hidrogénio encontram-se na Tabela 1, onde
€ possivel observar as atribuicdes de cada pico presente no espectro de Hidrogénio
(Figura A 2).
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Tabela 1. CorrelagGes entre 3C e 'H na molécula de 3,5,8-TMON

Posicao 8 H (ppm) J (Hz) I

c11 3,88 (s) - 3
C10 6,79 (s) - 1
C12 7,28 (d) 15,4 1
C13 7,65(dd)  154;112 1
c14 7,38 (dd)  154;11,3 1
C15 6,07 (d) 15,4 1
C17 2,25 (s) - 3
C2-OH 14,41 (s) - 1
C12-OH 12,50 (s) - 1

E possivel observar dupletos e duplo-dupletos com altas constantes de
acoplamento, indicando a conformacao trans nos sistemas de suplas ligacbes
conjugadas da molécula. E possivel também observar o efeito da carbonila,
desblindando consideravelmente os hidrogénios que estdo nas suas proximidades. O
hidrogénio endlico ndo pode ser observado no espectro, provavelmente por sua

capacidade de trocar de posicdo com o solvente.

5.3.2. Reagédo com Isoniazida

O produto da reac&do com a isoniazida apresentou baixissima solubilidade em
solventes organicos convencionais, sendo possivel trabalhar apenas com o auxilio de
DMSO. Com isso, analisou-se a molécula em um espectrometro de massas de alta
resolucao (Figura A 8) o qual produziu o ion de m/z 450, correspondente a formula
molecular C23H19N307 e massa de 449,1223 u, com erro de 5,3438 ppm.

Realizou-se um estudo de fragmentacdo, com o objetivo de compreender
melhor a estrutura formada e avaliar em qual das carbonilas teria sofrido um ataque
nucleofilico. Além de outras possiveis alteracdes estruturais que pudessem vir a
aparecer. Observando o espectro de fragmentacdo da molécula, € possivel notar 4

fragmentos principais, com m/z iguais a 328, 273, 249 e 202.
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Figura 32. Espectro de fragmentacao do produto da reacéo entre 3,5,9-TMON e ISNZ
MS scan reacao 22 isoniazida CID 450
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Os fragmentos propostos estdo apresentados Figura 33. Nota-se a repeticao
dos padrbes de fragmentacdo do material de partida, para a maioria dos fragmentos,
com o nucleo naftoquinona intacta. Ha também a presenca de um fragmento que
provém de um mecanismo semelhante de fragmentacao, porém o céation formado esta
na parte da cadeia lateral. Os fragmentos novos tiveram seus mecanismos de

fragmentacao propostos nos esquemas 10 e 11, mostrados a seguir:
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Figura 33. Fragmentos propostos para a reacao entre 3,5,8-TMON e ISNZ
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Esquema 10. Proposta de fragmentac¢&o do ion m/z = 202 proveniente da molécula protonada

NH

Chemical Formula: CHN,0
Exact Mass: 122,05

Chemical Formula: €5, NOg
Exact Mass: 328,08
Chemical Formula: CysHgN;O;'
Exact Mass: 450,13

Esquema 11. Proposta de framentacao do ion m/z = 328 proveniente da molécula protonada
Os espectros de RMN foram obtidos utilizando DMSO-ds e foram adquiridos
em um espectrometro de ressonancia magnética nuclear com campo de 600 MHz.
Foram realizados os seguintes experimentos: *H, HMBC, HMQC, NOESY e TOCSY.
Por conta da baixa solubilidade da molécula formada, apenas DMSO foi capaz
de dissolvé-la. Por ser um solvente que possui um alto teor de agua, acredita-se, pela

analise dos espectros de ressonancia magnética nuclear (em anexo), que a molécula
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formada tenha sofrido processo de hidrélise com o solvente utilizado, fazendo com
que na andlise de RMN aparecessem diversos picos duplicados, bem como um
acoplamento a longa distancia dos hidrogénios da metila (& = 2,26 ppm) com um
carbono com deslocamento de 200 ppm, referente a uma carbonila. Este resultado &
inconsistente com os dados obtidos pelo espectro de fragmentacédo, o qual indica a
formacao de um produto com a massa esperada e com fragmentacdes que indicam

gue a reacao ocorreu na cadeia lateral.

5.3.3. Reacdo com a fenilhidrazina

Os produtos produzidos pelas reac¢des de 3,5,8-TMON posuem em comum 0O
fato de ficarem adsorvidos na silica, 0 que impede a realizacdo de cromatografia de
camada delgada ou até mesmo a realizacao de coluna silica, dificultando a purificacéo
destes produtos. Com isso, desenvolveu-se um método cromatografico em HPLC,
com a finalidade de obter produtos com pureza suficiente para uma caracterizagao
adequada por RMN. Com isso, utilizando primeiramente uma coluna C18 analitica,
desenvolveu-se um método onde houve uma boa separacdo dos picos, permitindo a
obtencdo de produtos mais puros, utilizando-se a mistura com maior variedade de
compostos. Apos diversas modificagbes na fase movel, chegou-se ao método
utilizado: um gradiente que parte de 60% de MeOH 0,1% AF e vai até 98% em 30
minutos. Na escala analitica utilizou-se fluxo de 1 mL/min enquanto na escala
preparativa utilizou-se 12 mL/min. Com esse método obteve-se o cromatograma da

figura 34, o qual contém 4 picos.

Figura 34. Cromatograma UV (371 - 480 nm) obtido do método preparativo para a purificagdo
das reacgdes entre 3,5,8-TMON com fenilhidrazina
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Analisando os picos no LC-MS (Figura 35) observa-se que os picos 2, 3 e 4

foram obtidos de com alto grau de pureza, ao passo que o pico 1 possui uma mistura
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de material de partida com outros subprodutos reacionais. Para facilitar a identificacédo
das moléculas os picos 2, 3 e 4 correspondem aos produtos 2, 3 e 4, respectivamente.

Figura 35. Cromatograma DAD (240-700 nm) de cada um dos 4 picos — De baixo para cima:
pico 1; pico 2; pico 3 e pico 4.
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v Produto 3

O Produto 3 foi purificado e apés isso, analisado em um espectrobmetro de
massas de alta resolucao (Figura A 19) obtendo-se o ion de m/z 421, correspondente
a formula molecular C23H20N206 € massa de 420,1321 u, com erro de 5,2364 ppm.

Realizou-se um estudo de fragmentacdo, com o objetivo de compreender
melhor a estrutura formada e avaliar em qual das carbonilas teria sofrido um ataque
nucleofilico. Além de outras possiveis alteracdes estruturais que pudessem vir a
aparecer. Observando o espectro de fragmentacdo da molécula, € possivel notar a

presenca de um fragmento principal, com m/z igual a 171.
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Figura 36. Espectro de fragmentacado do Produto 3
I +TOF Product (421.1): Exp 3, 7.8678 min from Sample 1 (vitor053) of Vitor_R-fenilhidraz_OL.wiff Max. 4.8e4 cps.
a=7.02209448082727250e-004, t0=-1.36871393094044590e-001 (DuoSpray ())
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A estrutura para tal fragmento foi proposta no esquema a seguir:

OH o
“ [y
_——N
\o OH ®
OH o

Chemical Formula: C,H;5Og

Exact Mass: 250,05 Chemical Formula: CjyHyNy"

Exact Mass: 171,09
Esquema 12. Proposta de fragmentac¢&o do ion m/z = 171 proveniente da molécula protonada
Os espectros de RMN foram obtidos utilizando CDCls e foram adquiridos em
um espectrometro de ressonancia magnética nuclear com campo de 600 MHz. Foram
realizados os seguintes experimentos: *H, DEPTQ, COSY, HMBC, HMQC, NOESY e
TOCSY. Todos os espectros encontram-se no Anexo. A partir dos experimentos, é

possivel atribuir a seguinte estrutura:
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Figura 37. Estrutura proposta para a molécula P3
&

As correlagdes entre os atomos de hidrogénio encontram-se na Tabela 2, onde
€ possivel observar as atribuicdes de cada pico presente no espectro de Hidrogénio
(Figura A 20)

Tabela 2: Correlacdes entre °C e 'H na molécula P3

Posicéo 8 H (ppm) J (Hz) I 5 13C HMBC
(ppm)

Cil1 3,99 (s) - 3 56,61 Cil

C10 6,63 (S) - 1 108,81 C9

C12 6,92 (d) 16,4 1 119,39 C7,C5;C14

C13 7,19 (dd) 16,3;7,6 1 142,37 C12; C14

Ci14 4,71 (dt) 11,5;7,9 1 64,78 C12;C15

Clba 2,77 (dd) 17,4, 8,2 1 45,19 C3;C14,;C16

C15b 3,26 (dd) 174,114 1 45,19 C13;C16

c17 2,10 (s) - 3 16,01 C16;C15

c2 7,23 (t) 7,8 2 128,86 C1; C2

c3 7,13 (d) 8,1 2 113,77 C4';C3’

c4’ 6,82 (1) 7.3 1 119,39 c3’

C2-OH 13,38 (s) - 1 - c1

C12-OH 12,05 (s) - 1 - C10

A partir dos espectros é possivel observar a aparicdo de um grupamento -CHo-

que ndo estava presente no material de partida (2,77 e 3,26 ppm). Ainda é possivel
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constatar a formagdo de uma nova ligacdo carbono-heteroatomo por conta do
deslocamento do hidrogénio observado em C14 (4,71 ppm). Este hidrogénio por sua
vez apresenta um duplo-tripleto, por conta de acoplar com os hidrogénios C15a (2,77
ppm) e C13 (7,19 ppm) com constante similar (J ~ 8). O alto valor do acoplamento (J
=16,4) de C12 (6,92 ppm) e C13 (7,19 ppm) indica a presenca de uma dupla-ligacéo
de configuracdo trans. Os acoplamentos de longa distancia entre hidrogénios e
carbonos foram essenciais para a caracterizacdo desta molécula, ja que demonstrou
que o grupamento CH2 (C15) formado estava em posi¢do o em relagéo a ligagdo C=N
(150 ppm). O hidrogénio da hidroxila endlica néo foi observado.

A andlise dos espectros de ressonancia e de fragmentacédo de massas, permite
propor uma estrutura muito interessante do ponto de vista farmacéutico, com dois
grupamentos conhecidos por sua atividade biolégica. O produto formado €
semelhante ao produto reacional obtido por George (2013) onde um sistema
carbonilico a,B,y,0-insaturado sofre reacao com fenilhidrazina, em condi¢bes basicas,
formando um anel dihidropirazol.*® O sistema inicial sofre uma ciclizacdo por conta do
alto poder nucleofilico dos atomos de nitrogénio da fenilhidrazina bem como a
deficiéncia de elétrons nos carbonos da carbonila e na posi¢cdo 3 como proposto no

esquema 13. Acredita-se, ainda, que este produto € o precursor do Produto 2.
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oH o & OH o oH
®
R S NQ;
. - +H
o ~5 - —

OH (o]

Chemical Formula: C,7H,504

Exact Mass: 331,08

Chemical Formula: C3HaygNoOyg
Exact Mass: 420,13

Esquema 13. Mecanismo proposto para a formacédo de P3

v Produto 2

O Produto 2 foi purificado e apés isso, analisado em um espectrometro de
massas de alta resolucao (Figura A 13) obtendo-se o ion de m/z 419, correspondente
a formula molecular C23H1sN20s € massa de 418,1165 u, com erro de 4,0659 ppm.

Realizou-se um estudo de fragmentacdo, com o objetivo de compreender
melhor a estrutura formada e avaliar em qual das carbonilas teria sofrido um ataque
nucleofilico. Além de outras possiveis alteracdes estruturais que pudessem vir a
aparecer. Observando o espectro de fragmentacdo da molécula, é possivel notar a
presenca de fragmentos advindos de pequenas perdas como perda de CO (-28 u),

porém ha uma grande perda, formando um fragmento principal, com m/z igual a 183.

65



Vitor Tassara de Moraes Trabalho de Conclus3do de Curso

Figura 38. Espectro de fragmentacdo do Produto 2
I +TOF Product (419.1): B 2, 7.7446 rrin from Sarple 1 (vitor053) of Vitor_R-fenilhidraz_OLwiff Mex. 1.1e4 cps.
a=7.02210314462977240e-004, t0=-1.09287167943970030e-001 (DuoSpray ())
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A estrutura para tal fragmento, bem como o seu mecanismo de formacéo, foram

propostos no esquema a seguir:

OH o] OH o
Chemical Formula: C,;H,,N,0;" Chemical Formula: €, HgOf Chemical Formula: C;,Hy N,*
o Exact Mass: 236,03 Exact Mass: 183,09

Exact Mass: 419,12
Esquema 14. Proposta de fragmentac¢&o do ion m/z = 183 proveniente da molécula protonada

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando CDCls e foram adquiridos em
um espectrémetro de ressonancia magnética nuclear com campo de 600 MHz. Foram
realizados os seguintes experimentos: *H, DEPTQ, COSY, HMBC, HMQC, NOESY e
TOCSY. Todos os espectros encontram-se no Anexo. A partir dos experimentos, é

possivel atribuir a seguinte estrutura:
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Figura 39. Estrutura proposta para o Produto 2
20

As correlagdes entre os atomos de hidrogénio encontram-se na Tabela 4, onde
€ possivel observar as atribuicbes de cada pico presente no espectro de Hidrogénio
(Figura A 14).

Tabela 3. Correlacées entre 13C e 'H na molécula P2

Posicdo & H J (Hz) I o) 3C HMBC
(Ppm) (Ppm)

C10 6,55 (s) - 1 108,79 C1; C9

C11 3,92(s) - 3 56,59 c1

C12 4,82 (dd) 12,1;6,4 1 31,28 C13; C7; C6

Cl3a 3,02 (dd) 15,5;6,4 1 25,20 C12; C14; C6

C13b 3,45 (dd) 15,5; 1 25,14 C12; C14; C6

12,2

C15 588(s) - 1 103,9 C16; Cl4

C17 229(s) - 3 13,69 C16

C19 785() 8,0 1 115,71 C21; C18

C20 724 () 7.7 1 127,89 C22; C18

c21 6,96 () 7,5 1 124,49 C22; C19

C22 6,88(d) 7,6 1 126,50 C20; C18;
C12

C9-OH 11,96 (s) - 1 - C10

C2-OH 13,22 (s) - 1 = =

A partir dos espectros de ressonancia magnética nuclear, é possivel observar,
em um primeiro momento, a presenc¢a de um grupamento —CH2- com hidrogénios com
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acoplamento geminal (3,02 e 3,45 ppm), 0 que nao existia na estrutura do material de
partida, bem como na do reagente utilizado. Continuando a analise, percebe-se que
héa, acoplando com estes hidrogénios, um outro atomo *H (4,82 ppm) que esta ligado
a um carbono com baixo deslocamento quimico, o que pode ser indicio de um carbono
terciario. O singleto em 5,88 ppm possui um acoplamento a longa distancia com um
carbono de deslocamento com 150 ppm, assim como a Metila presente em 2,29 ppm,
0 que indica que estes hidrogénios estdo em posicdo o a um grupamento C=N.
Somado a isso, este singleto ainda acopla com um carbono quaternario (138 ppm),
indicando que houve uma ciclizacdo na posicdo 14. A andlise de TOCSY1d do
hidrogénio em 6,88 ppm confirmou que os sinais do anel aromatico se desdobraram
em quatro sinais com integral 1 (6,88; 6,96; 7,24 e 7,85 ppm), 0 que evidencia uma
reacdo envolvendo o anel aromético. A ligacdo do anel com o Carbono 12 foi indicada
pelo acoplamento a longa distancia do Hidrogénio 22 (6,88 ppm) com o Carbono 12
(31,28 ppm). O hidrogénio da hidroxila endlica nao foi observado.

A analise do espectro de RMN juntamente com as fragmentacdes do
espectrometro de massas nos permite propor tal estrutura para o Produto 2, sendo
uma estrutura nova com uma composicao de anéis interessante. Este novo produto
apresenta uma enorme semelhanca com o Produto 3, sendo possivel observar, no
segundo, a presenca de um anel heteroaromatico pirazol, provavelmente advindo do
anel dihidropirazol. Dessa forma, € possivel que ocorra uma conversao do Produto 3

no Produto 2, como ja fora discutido no tépico 5.2.2. .

v Produto 4

O Produto 4 foi purificado e apdés isso, analisado em um espectrobmetro de
massas de alta resolucao (Figura A 24) obtendo-se o ion de m/z 419, correspondente
a formula molecular C23H1sN20s € massa de 418,1165 u, com erro de 4,305 ppm.

Realizou-se um estudo de fragmentacdo, com o objetivo de compreender
melhor a estrutura formada e avaliar em qual das carbonilas teria sofrido um ataque
nucleofilico. Além de outras possiveis alteragdes estruturais que pudessem vir a
aparecer. Observando o espectro de fragmentacdo da molécula, € possivel notar um
padrao de fragmentacdo semelhante aquele observado para o Produto 2, que
apresenta a mesma massa molecular. Sendo alguns advindos de pequenas perdas

como perda de CHs (-15 u) e outros grandes perdas, formando o mesmo ion 183
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discutido para o Produto 2. Esta ultima perda é referente a perda do grupamento
naftoquinona, deixando apenas a cadeia lateral do produto formado (Esquema 14), o
gue indica a reacao na cadeia lateral, sendo a estrutura final do ion variavel para cada
um dos isdbmeros.

Os espectros de RMN foram obtidos utilizando CDCIs e foram adquiridos em
um espectrémetro de ressonancia magnética nuclear com campo de 600 MHz. Foram
realizados os seguintes experimentos: *H, HMBC, HMQC, NOESY e TOCSY. Todos
0S espectros encontram-se no Anexo. Esta molécula apresentou pior solubilidade
dentre aquelas obtidas no processo de purificacéo da reacdo entre 3,5,8-TMON e a
fenilhidrazina. Considerando que a quantidade, que era limitada, disponivel para
analise no espectrémetro de ressonancia magneética nuclear, nao foi completamente
dissolvida, obtiveram-se espectros com alto grau de ruido proveniente de impurezas
e alguns desdobramentos.

Com isso, nao foi possivel propor uma estrutura por completo, ja que novas
analises devem ser realizadas, afim de esclarecer duvidas deixadas pelas analises
dos espectros obtidos até o momento. No entanto, vide fragmentos obtidos no
espectro de ions produto, € possivel propor que a reacdo ocorreu na cadeia lateral,

assim como ocorreu por padrao nas outras moléculas deste trabalho.

6. Conclusao e consideracgdes finais

A partir dos resultados obtidos através deste Trabalho de Conclusédo de Curso
chega-se a uma série de conclusdes interessantes. A primeira, considerando o
material de partida, confirma que o procedimento adotado para producao e extracao
da naftoquinona produzida pelo fungo Cordyceps sp., é eficaz e ao mesmo tempo
simples, uma vez que permite a obtencdo de um produto puro e em quantidades
suficientes para a utilizacdo em semi-sintese, sendo um procedimento que dispensa
uso de solventes e de métodos cromatograficos.

No ambito das reacdes modificacdes estruturais, € possivel afirmar que, na
maioria dos casos, a acidificacdo do meio reacional para reacdes de substituicdo a
carbonila foi benéfica do ponto de vista de reatividade, aumentando a formacéo de
produtos, mesmo que sem seletividade entre eles. E possivel ainda observar a
influéncia do meio reacional com a formacé&o dos produtos finais como observado nas
reagOes entre 3,5,8-TMON e fenilhidrazina. Os métodos de aquecimento, assim como
0 meio reacional, estdo diretamente relacionados com a formagé&o de produtos mais
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diversificados, sendo que héa diferenca no uso de aguecimento em bancada e em
reator de micro-ondas.

Com a caracterizacdo das moléculas, € possivel concluir que a reatividade da
naftoquinona estudada € mais presente na sua cadeia lateral. Fato confirmado pelos
espectros de fragmentacdo, onde € possivel observar que os fragmentos s&o,
majoritariamente, partes da cadeia lateral que deixam a molécula. Talvez seja por
conta disso que a reacdo com a o-fenilenodiamina ndo formou o produto esperado, ja
gue o nucleo naftoquinona, que seria 0 alvo de tal reagente, parece permanecer
intacto com as condi¢cdes de reacgao testadas.

Por fim, a caracterizacdo das moléculas nos permite propor estruturas inéditas,
as quais podem possuir um grande potencial como farmaco pela presenca de
grupamentos com atividade biolégica conhecida como o anel naftoquinona, o anel

dihidropirazol e o grupamento hidrazona.

7. Anexo

Figura A 1. Espectro de massas de alta resolugéo obtidos no modo positivo. A molécula
possui férmula molecular C17H1407 correspondendo a massa exata calculada de 330,0740 u
para a molécula desprotonada, apresentando um erro de 3,9385 ppm comparado com o

observado no espectro
W +TOF MS: Bxp 1, 6.9168 to 6.9816 nin from Sanple 1 (vitor053) of Vitor_R-fenilhidraz_01.wiff cifferent calibrations (DuoSpray ()) Max. 4.9e4 cps.
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Figura A 2. Espectro de RMN de 1H para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 400 MHz
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Figura A 3. Espectro de RMN 13C obtido para 3,5,8-TMON, e
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Figura A 5. Mapa de contornos 1H - 1H COSY, obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6 solvente,

400 MHz

Ll

vitor_tom_mp.300.ser
COSYGPSW DMSO {C:\Bruker\TOPSPIN} labm 5

(7.41,5.07%

(7.45,6.06}

{6.81,6,55{@

{6-82,7-0

- {7.30,7.65}

N

{6,08,738§§
{6.12,7.39}

(7.34,7.65}

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
f2 (ppm)

T T
3.0 2.5

2.0
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Figura A 7. Mapa de contornos HMBC obtido para 3,5,8-TMON, em DMSO-d6, 500 MHz
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Figura A 8. Espectro de massas de alta resolucdo obtidos no modo positivo. O produto da

reacdo entre naftoquinona e ISNZ possui formula molecular C23H19N307 correspondendo a
massa exata calculada de 449,1247 u para a molécula desprotonada, apresentando um erro de
5,3438 ppm comparado com o0 observado no espectro.
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Figura A 10. Espectro de RMN TOCSY obtido para o produto da reacao entre 3,5,8-TMON e
ISNZ com irradiacdo nos Hidrogénio 7,42 ppm (acima) e 8,79 ppm (abaixo), em DMSO-d6, 600

MHz
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Figura A 11. Mapa de contornos HMQC obtido para o produto da reagao entre 3,5,8-TMON e
ISNZ em DMSO-d6, 600 MHz.
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Figura A 12. Mapa de contornos HMBC obtido para o produto dareacéo entre 3,5,8-TMON e

M@@
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Figura A 13. Espectro de massas de alta resolucéo obtidos no modo positivo. O Produto 2
possui férmula molecular Cz3H1sN2Og correspondendo a massa exata calculada de 418,1165 u
para a molécula desprotonada, apresentando um erro de 4,0659 ppm comparado com o

observado no espectro.

W +TOF VS Bxp 1, 7.705810 7.7420 min from Sarmple 1 (vitor053) of Vitor_R-fenilhicraz_OLwiff cifferent calibrations (DuoSpray ()
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Figura A 14. Espectro de RMN 1H obtido para o Produto 2, em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 15. Mapa de contornos HMQC obtido para o Produto 2, em CDCI3, 600 MHz.
Luiz_Alberto_P2.12.ser (@ Lo
(2.29,13.69& 10
3 20

{3.02,25.20,
> 0

A
{4.82,31.28@ @\(3.44'25.14} D 0) 0 @ 30

L40

|
I

50

1

(3.91,55.5915

] 60

70

{7.19,76.09}CDC,
e

80

90

{5.87,103.92, 100
{6.55,108.78 2@
LR

[ 110
(7.85,115.71}

{6.96,124.49 t120
{7.24,127.8. @{6’88’126’50)
%
i@ 0 F130

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 6.0 5.5 50 45 40 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 05 00
f2 (ppm)

80

f1 (ppm)



Vitor Tassara de Moraes

Trabalho de Conclus3do de Curso

Figura A 16. Mapa de contornos HMBC obtido para o Produto 2, em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 17. Espectro de RMN TOCSY obtido para o Porduto 2, com irradia¢cdo no Hidrogénio
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Figura A 18. Espectro de RMN TOCSY obtido para o Porduto 2, com irradiacdo no Hidrogénio
em 4,91 ppm, em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 19 Espectro de massas de alta resolucao obtidos no modo positivo. O Produto possui
formula molecular Cz3H20N206 correspondendo a massa exata calculada de 420,1321 u para a
molécula desprotonada, apresentando um erro de 5,2364 ppm comparado com o observado no

espectro.
W +TOF MS: Bxp 1, 7.8392 to 7.8760 min from Sanple 1 (vitor053) of Vitor_R-fenilhidraz_O1Lwiff different calibrations (DuoSpray () Mex. 1.3e6 cps.
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Figura A 20. Espectro de RMN 1H obtido para o Produto 3, em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 22. Mapa de contornos HMBC obtido para o Produto 3 em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 23. Espectro de RMN TOCSY obtido para o Produto 3, com irradia¢do no Hidrogénio

em 4,711 ppm, em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 24. Espectro de massas de alta resolucéo obtidos no modo positivo. O Produto 4
possui férmula molecular C23H1gsN2Og correspondendo a massa exata calculada de 418,1165 u
para a molécula desprotonada, apresentando um erro de 4,305 ppm comparado com o

observado no espectro.
W +TOF MS: Bxp 1, 82222 to 8.2586 min from Sanple 1 (vitor053) of Vitor_R-fenilhidraz_OLwiff different calibrations (DuoSpray () Mex. 1.9e6 cps.
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Figura A 25. Espectro de RMN 1H obtido para o Produto 4, em CDCI3, 600 MHz
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Figura A 26. Mapa de contornos HMQC obtido para o Produto 4, em CDCI3, 600 MHz.
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Figura A 27. Mapa de contornos HMBC obtido para o Produto 4, em CDCI3, 600 MHz
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