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Resumo

As naftoquinonas apresentam importancia relevante em quimica organica,
nomeadamente, em areas de investigacdo como a quimica medicinal e farmacéutica,
sendo reconhecidas por possuirem variados tipos de atividades biologicas de onde se
destacam as suas ac¢des anti-tumorais, anti-inflamatdérias e anti-fingicas. Modificacbes na
estrutura central da 1,4-naftoquinona permitem o desenvolvimento de novos produtos
para eventual uso clinico, com caracteristicas vantajosas que permitem interacdes
diversas com os alvos biologicos e potencialmente Uteis para a arquitetura estrutural de

novos farmacos.

Neste contexto o desenvolvimento de metodologias de sintese rapidas e inseridas
nos principios da Quimica Sustentavel, para a obtengéo destes compostos, apresenta-se
como uma linha de investigacdo a explorar. Enquadrado nesta estratégia, este trabalho
teve como objetivo utilizar a sintese assistida por micro-ondas (SAMO) para a produgéo
de derivados da 1,4-naftoquinona e sua posterior avaliacdo no que se refere as suas

propriedades redox, antioxidantes e avaliacao in silico.

Y

Com recurso a SAMO foi possivel obter 17 compostos, derivados da 1,4-
naftoquinona, por adicdo de Michael, com vantagens significativas relativamente ao
método tradicional de sintese por aquecimento convencional, essencialmente do ponto
de vista do tempo de reagéo (5 minutos). As conversdes obtidas, nos diferentes produtos
de acoplamento desejados, dependeram do caracter basico dos agentes nucledfilos
utilizados , tendo-se obtido conversdes moderadas a elevadas (57 - 80%) com agentes
nucledfilos mais basicos e conversées mais modestas (7 — 20%) com agentes nucledfilos
menos basicos Todos os compostos obtidos foram purificados e caracterizados pelas
técnicas de espectroscopia no Infravermelho (FTIR), Ressonéancia Magnética Nuclear (1D
e 2D-RMN) e Espectrometria de Massa (ESI-MS).

A avaliacdo das propriedades redox, antioxidantes e estudos in silico
(biodisponibilidade oral tedrica, absorgéo, toxicidade, druglikeness e drug score) permitiu
também selecionar 0s compostos mais promissores para potenciais aplicacdes

medicinais.

Palavras-chave: Naftoquinonas; sintese por micro-ondas; analise in silico; propriedades

eletroquimicas; atividade antioxidante.







Abstract

Naphthoquinones belong to an important class of organic compounds with relevance
on the field of medicinal chemistry. A broad range of 1,4-naftoquinones derivatives exhibit
a wide variety of pharmacological properties and biological activities including anti-tumor,
anti-inflammatory and anti-fungal. Modifications in the central nucleus allow the
development of new compounds, with potential beneficial characteristics for the design of

new drug candidates.

In this context, the development of green and sustainable methodologies, to
synthesize these compounds, is still an area of research to be explored. As part of this
strategy, this work aimed to use microwave assisted organic synthesis (MAOS) to produce
1,4-naphthoquinone derivatives and its subsequent evaluation regarding its redox and

antioxidant properties and in silico analysis.

The use of MAOS allowed to obtain 17 compounds, via Michael addition, with
advantages compared to the conventional heating method, mainly on the reaction time (5
minutes). The obtained conversions were dependent on the chemical nature of the
nucleophilic agent used, with moderated to good conversions (57 — 80%) for more basic
nucleophilic agents and more modest conversions (7- 20%) for less basic nucleophilic
agents. All compounds obtained were purified and characterized by Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear Magnetic Resonance (1D and 2D-NMR) and Mass
Spectrometry (ESI-MS).

The evaluation of the redox and antioxidant properties with the in silico studies
(bioavailability, absorption, toxicity, druglikeness and drug score) allowed the selection of

the most promising compounds for potential medicinal applications.

Keywords: Naphthoquinones; microwave synthesis; in silico methods; electrochemical

properties; antioxidant activity.
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1. Introducéo

As guinonas sdo compostos organicos presentes na natureza cujas propriedades
guimicas lhes permitem interagir com alvos biolégicos.! Estes compostos caracterizam-
se por conter na sua estrutura molecular um ou mais anéis ciclicos insaturados de seis
membros com dois grupos carbonilo em posi¢cdes adjacentes (1,2-quinonas) ou
separados por uma ligacdo dupla (1,4-quinonas). As quinonas podem ser categorizadas
em trés classes principais cujas estruturas se encontram representadas na Figura 1.1:
benzoquinonas (um anel aromatico simples), naftoquinonas (dois anéis aromatico

condensados), antraquinonas (trés anéis aromaticos condensados).!2

o) o) o) o) o
ses a0y
o} o} o
A) B) C) D) E)

Figura 1.1 - Estrutura quimica das classes de quinonas: A) 1,4-benzoquinona; B) 1,2-
benzoquinona; C) 1,4-naftoquinona; D) 1,2-naftoquinona; E) antraquinona.

1.1.Naftoquinonas

Na familia das quinonas, a classe das naftoquinonas é de particular interesse devido

a sua presenca em produtos naturais e ambientais.®

Na natureza tém sido encontradas e isoladas de plantas, fungos, algas, bactérias e
animais. S&o encontradas em quantidades consideraveis em plantas de certas familias
de angiospermas, como Avicenniaceae, Bignoniaceae, Boraginaceae, Droseraceae,
Ebenaceae, Juglandaceae, Nepenthaceae e Plumbagnaceae.® Podem também ser
encontradas como produtos secundarios do metabolismo de actinobacterias, fungos,
liquens e algas.® Possuem uma coloracéo geralmente entre amarelo, laranja, vermelho e
castanho. S&o substancias muito sollveis em solventes orgéanicos, tais como alcoois,
acetonitrilo, acetona, cloroférmio, benzeno e dimetilsulféxido, e geralmente insollveis em

agua.®

A sua estrutura quimica é baseada num sistema diciclico, substituido no esqueleto
de naftaleno por dois grupos carbonilo que podem estar dispostos nas posicdes 1,4 do

anel naftaleno (para-naftoquinonas) ou nas posi¢ées 1,2 (orto-naftoquinonas) (Figura 1.1
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C) e Figura 1.1 D), respetivamente).! O sistema de ligaces duplas conjugadas com os

grupos carbonilo torna estes compostos suscetiveis a reacdes de oxidacdo-reducdo.®

As 14-naftoquinonas englobam uma classe de produtos frequentemente
substituidos por um ou mais grupos metilo, hidroxilo e/ou metoxilo e, em alguns
compostos, uma cadeia lateral lipossoluvel. Desta classe de moléculas, as mais
abundantes na natureza e, consequentemente, as mais estudadas sdo, a 5-hidroxi-1,4-
naftoquinona (Juglone), a 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (Lawsone) e a 5-hidroxi-2-metil-1,4-

naftoquinona (Plumbagin), cujas estruturas se encontram representadas na Figura 1.2.

o o Q
OH
OH O o) OH O
F) G) H)

Figura 1.2 - Estrutura quimica dos derivados da 1,4-naftoquinona: F) 5-hidroxi-1,4-naftoquinona;
G) 2-hidroxi-1,4-naftoquinona; H) 5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona.

As aplicacdes industriais das naftoquinonas séo vastas, destacando-se como
exemplos as aplicagdes na industria agroquimica’, na industria téxtil, alimentar e
cosmética como corantes®®, como intermediario na sintese de antraquinona pelo
processo de Kawasaki e ainda, como reguladores de polimerizagdo, endurecedores,
inibidores de corroséo e estabilizadores.'® Contudo, as aplicacdes onde as naftoquinonas

sdo mais utilizada sdo na sintese organica e produtos farmacéuticos.>*!

1.1.1. Propriedades e acdes biolbgicas

As naftoquinonas sdo compostos que estdo envolvidos em diferentes processos
oxidativos bioldgicos. De entre as varias atividades biolégicas reportadas, destacam-se
as propriedades: anti-fingico®™4, anti-bacteriano'#'41°, anti-oxidante'*!¢, capacidade

citotoxical’8, anti-alérgical®?°, anti-viral?!, entre outras. >11.22

Devido as acOes referenciadas, as naftoquinonas sdo consideradas estruturas
privilegiadas na quimica medicinal devido as suas caracteristicas, propriedades
estruturais e atividades biol6gicas em células procariéticas e eucarioticas. Na maioria dos

casos, esta atividade esta relacionada com propriedades eletroquimicas, acido-base e
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capacidade quelante que podem ser moduladas sinteticamente, por alteracdo da estrutura
da molécula, ou alteracdo do ambiente em que esta se encontra envolvida, podendo

melhorar a atividade farmacoldgica e reduzir efeitos adversos.'1#23

Os estudos sobre os mecanismos de agao bioldgica, o design e a sintese de novos
compostos com atividades biolégicas mais seletivas, requerem a compreensao dos

fatores que modificam as propriedades fisico-quimicas dos sistemas quinona.?*2°

A interacdo das naftoquinonas com os alvos biolégicos ocorre através da formacéao
de ligacGes covalentes ou pela sua capacidade de sofrer reacdes reversiveis de reducéo
e oxidacdo.® Na maioria dos casos, o0 modo de acédo das quinonas esta relacionado com
a sua capacidade de aceitar um ou dois eletrdes, para formar radicais aniénicos altamente
reativos. Deste modo, as quinonas atuam como inibidores do transporte de eletrdes, como
desacopladores da fosforilacao oxidativa, agentes intercalantes na dupla hélice do DNA,
agentes alquilantes bioredutores das biomoléculas ou produtores de espécies reativas de
oxigénio (EROs) pelo ciclo redox em condi¢cdes aerodbicas, responsaveis pelo stress

oxidativo observado nas células.>#24

As naftoquinonas podem sofrer ativacéo bioredutora por trés possiveis vias, isto €,
uma reducado de um eletrdo, uma reducéo de dois eletrbes, ou duas reacdes de redugéo
de um eletrdo. A reducdo de um eletrdo produz uma seminaftoquinona, enquanto a
reducao de dois eletrdes produz a hidronaftoquinona correspondente, estando estas duas

espécies em equilibrio. Este processo encontram-se esquematizado na Figura 1.3.142¢

1,4-seminaftoquinona

o

0,
FADH’
O

FADH,

) ———= OO

o FADptH,  FADpr

1,4-naftoquinona 1,4-hidronaftoquinona

Figura 1.3 - Ciclo redox da 1,4-naftoquinona promovido pela Flavoenzima (FAD); DT-diaforase
(FADpr). 26
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Nas células, o ciclo redox das naftoquinonas é catalisado pela flavoenzima que
estdo envolvidas numa vasta gama de processos biol6gicos, tendo um papel central no

metabolismo aerdbico.?6:2"

Para além das hidronaftoquinonas estaveis, outros dois tipos de hidronaftoquinonas
podem também ser formadas, hidronaftoquinonas labeis que sofrem subsequentemente
auto-oxidacdo com formacdo de EROs e hidronaftoquinonas que se reorganizam em
eletréfilos potentes, participando em reacdes de bioalquilagédo.?”28

A capacidade de uma naftoquinona para produzir EROs depende de varios
parametros, por exemplo, o potencial de reducdo da naftoquinona, o pKa da
hidronaftoquinona e a constante de estabilidade da seminaftoquinona. O potencial de
reducdo deve ser elevado o suficiente para permitir uma reducdo eficiente da
naftoquinona, contudo, naftoquinonas com maior potencial redox s&o, em geral,

consideravelmente mais toxicas do que outras com menor potencial redox.2®

1.1.2. Métodos de obtencédo de naftoquinonas

1.1.2.1. Extragao de produtos naturais

Devido ao interesse da comunidade cientifica nas propriedades das naftoquinonas
e a sua abundancia em diferentes plantas, muitos foram os procedimentos de extragéo e

purificacdo relatados.?®

Uma tarefa crucial é a escolha de uma técnica de extracdo eficiente, incluindo

solvente, tempo de extracédo e temperatura adequados.*°

Os métodos convencionais, como a macera¢do ou extracdo de Soxhlet, sao
amplamente utilizados para obter naftoquinonas a partir de extratos naturais. Estes
métodos baseiam-se na utilizacdo de solventes organicos, a temperatura ambiente ou

com temperatura elevada e refluxo.3!

Babula et al. testaram diferentes técnicas de extracdo da 1,4-naftoquinona, no
entanto, o processo ndo se revelou eficaz porque esta naftoquinona ndo se encontra
presente na natureza. A sua obtencdo é conseguida por posterior tratamento dos

derivados extraidos usando temperaturas e pressoes altas.*

A reviséo bibliogréfica revela que o procedimento de extracdo de Soxhlet € a técnica

mais eficiente para a extracdo dos diferentes derivados, resultando num maior
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rendimento. A alta eficiéncia da extracdo de Soxhlet pode ser explicada, considerando
que O processo ocorre a uma temperatura relativamente alta, enquanto os restantes
processos sdo realizados a temperatura ambiente. A utilizacdo de solvente quente
promove a passagem dos analitos da matriz vegetal para o solvente, aumentando a sua

concentracéo no extrato final.®

De acordo com diferentes autores, o metanol é o solvente mais adequado para a
obtenc&o de maiores rendimentos, contudo o hexano fornece uma alta recuperagdo com
maior grau de pureza.>313? Considerando a utilizacdo dos extratos em diferentes
aplicagdes, também o didxido de carbono supercritico é de particular interesse como um

fluido extrator ndo téxico que é facilmente evaporado por descompressdo.?®

Para reduzir ou eliminar o uso de solvente organico e melhorar o processo de
extracdo, novos métodos de preparacdo de amostras tém sido amplamente estudados,
como a extracdo assistida por micro-ondas, a sonificacdo e a extracdo acelerada de
solvente. Estes métodos permitem uma extracdo eficiente de compostos bioativos de
plantas, de modo a aumentar a sua funcionalidade terapéutica. Entre eles, a extracdo
assistida por micro-ondas é considerada a técnica mais simples e econdmica, devido ao

menor consumo de solvente e consideravel redugdo no tempo de extragdo.3*

Um esfor¢co importante tem vindo a ser feito para reduzir/eliminar o uso de solvente,
eliminar etapas de purificacdo, fracionamento e pré-concentragdo atendendo as
prerrogativas da Quimica Verde. Apesar dos avancos em relacdo a preparagdo da

amostra, as técnicas de extracdo por solvente continuam a ser a opgao mais comum.*

1.1.2.2. Métodos de sintese da 1,4-naftoquinona

No inicio do século XX, Barret*® relatou a sintese da 1,4-naftoquinona conseguida
com rendimentos de 40% através da oxidacdo do naftaleno, como esquematizado na
Figura 1.4. Neste método foram utilizadas condigcbes agressivas com &acido crémico
dissolvido em acido acético aquoso 80% em banho de gelo. A precipitacdo da 1,4-
naftoquinona, foi conseguida em agua e o produto purificado por sublimacdo ou

recristalizagdo com alcool.
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@)
@ (1]
H,CrO,/CH;COOH
Naftaleno o)
1,4-naftoquinona
(40%)

Figura 1.4 - Esquema reacional da oxidacéo do naftaleno.

Diferentes autores foram propondo métodos alternativos de sintese e atualmente, a
escala laboratorial, é obtida por uma reacéo de Diels-Alder entre a para-benzoquinona e
o 1,3-dieno. Os adutos sdo posteriormente oxidados por varios oxidantes (CrOs, H20x,
NaClOs, K2Cr.07) em meio acido ou por oxigénio do ar em meio alcalino. A oxidagéo do
aduto utilizando CrO3 da origem a 1,4-naftoquinona com rendimento de 66%.%"

A producéo industrial da 1,4-naftoquinona € realizada pelo processo de Kawasaki
por oxidacdo do naftaleno com gases contendo oxigénio a temperaturas entre 250 e 450
°C e pressdes de 0,1 a 1 MPa, sobre um catalisador de pentéxido de vanadio. A reacéo
possui uma conversdo quase total do naftaleno, sendo obtidos 36% molar de 1,4-
naftoquinona e 54% molar de anidrido ftélico. Além do catalisador mencionado, outros
compostos podem ser utilizados como tais: acido crémico, didxido de chumbo, persulfato

de amonio e ides de cério (1V).10%

A 1,4-naftoquinona pode ainda ser obtida industrialmente com rendimentos
elevados (90%) por oxidacdo do 1-naftol com oxigénio na presenca de complexos de

cobalto.°

1.1.2.3. Sintese de derivados 2-N-1,4-naftoquinona

As 1,4-naftoquinonas substituidas na posi¢do 2 com formacgéo de uma ligagdo C-N
(Figura 1.5) tém sido objeto de estudo ao longo do tempo devido as vastas propriedades
medicinais e bioldgicas.®®*° A introducdo de grupos substituintes azotados, tais como
aminas aromaticas, alifaticas ou compostos heteroaromaticos, modifica a estrutura e as
propriedades eletronicas do ndcleo da naftoquinona, bem como dos seus intermediarios

de reducéo.
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O

Figura 1.5 - Estrutura de derivados 2-N-1,4-naftoquinona.

As aminas aromaticas ou arilaminas sdo compostos organicos que contém pelo
menos um grupo amina ligado diretamente a um anel aromatico. A atividade biologica
destes compostos relaciona-se com a sua estrutura quimica e pela presenca de grupos
substituintes.*%4! De entre os derivados da anilina, os que possuem grupos substituintes
-NHg, -OH, -OCHjs, -CI, -NO; e -CN destacam-se pela quantidade de trabalhos realizados
relativamente as suas propriedades. O interesse nestas aminas resultou da revisao da
literatura, onde se analisou o0 seu potencial de risco, tendo sido objeto de
biomonitorizacao, dosimetria, epidemiologia e polimorfismo genético com objetivo de
desenvolver estratégias para intervencéo e prevencdo de doencas.*%4!

As aminas alifaticas podem ser definidas como moléculas que apresentam na sua
estrutura grupos amina separados com cadeias carbonadas hidrofébicas. Estes
compostos apresentam um crescente interesse na comunidade cientifica pela sua
importancia em processos biolégicos vitais, tais como o normal crescimento e
funcionalizagdo das ceélulas por interagbes eletrostadticas ou covalente com

macromoléculas, no meio biolégico.*>44

Os compostos heterociclicos sdo substancias orgéanicas ciclicas contendo, pelo
menos, um heteroatomo no anel. Quando o heterodtomo é azoto apresentam uma ampla
gama de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas de particular interesse em quimica
medicinal, nomeadamente, na descoberta de novas moléculas bioativas potentes e
seletivas.*4% De entre os compostos heterociclicos, os que contem 5 membros e 2
heteroatomos (imidazol e pirazol) e os de 6 membros e 1 heteroatomo (piridinas) séo os
que se destacam na amplitude de propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas. Apresentam
solubilidade adequada, estabilidade quimica, capacidade de formacao de ligagbes de
hidrogénio e reduzido tamanho molecular, que permitem a sua absor¢cdo oral e

biodisponibilidade.*64”

O acoplamento de aminas ou compostos heterociclicos azotados na estrutura da
naftoquinona ocorre principalmente pela disponibilidade do par de eletrdes no atomo de

azoto do grupo amina, que é influenciada pela presenca de grupos substituintes, afetando
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a sua basicidade e consequentemente a sua nucleofilicidade. A tendéncia da basicidade

dos grupos de aminas estudadas encontra-se esquematizada na Figura 1.6.

Aminas Aromaticas Aminas Alifaticas
L Basicidade el
R R H R2 H R
e e e e
R4 H H
Basicidade

Figura 1.6 - Efeito da basicidade em aminas substituidas.

A basicidade das aminas aromaticas é mais fraca quando comparada com a das
aminas alifaticas, devido a interagédo de ressonancia do par ndo ligante do azoto com o
sistema 1 do anel aromatico. Para as aminas substituidas, a basicidade aumenta com a
presencga de grupos doadores de eletrbes e diminui na presenga de grupos aceitadores
de eletrdes.®®4° Este efeito é particularmente acentuado quando os grupos substituintes
se encontram na posi¢ao para- do anel aroméatico, devido a maior conjugacao com o grupo

amina.

A tendéncia da basicidade do grupo de compostos heterociclicos azotados

estudado encontra-se esquematizada na Figura 1.7.

) 8 8

N H

Iz
p=d

Basicidade

Figura 1.7 - Efeito da basicidade em compostos heterociclicos azotados.

A basicidade da piridina é mais fraca quando comparada com o imidazol e ou
pirazol, devido a presenca de um Unico atomo de azoto que nao integra o sistema 1T do
anel aroméatico. Por sua vez quando formado um anido no imidazol/pirazol, a carga
negativa pode ser distribuida igualmente pelos dois atomos de azoto presentes na

molécula.

A sintese de derivados 2-N-1,4-naftoquinona encontra-se devidamente reportada e

ocorre essencialmente através de duas estratégias. A primeira envolve uma reagéo de

10
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adicdo de Michael entre o reagente 1,4-naftoquinona e as aminas utilizadas como agentes
nucleodfilos (Figura 1.8 A). A segunda envolve uma reagdo de substituicdo nucledfila
aromatica entre a 1,4-naftoquinona halogenada e os agentes nucledfilos (Figura 1.8 B).°

o) 0]
) Nu@ Nu
A)
0O 0]
0] 0]
C et oyt
B)
(0] (0]
X =O0H; Br

Figura 1.8 - Sintese de derivados 2-N-1,4-naftoquinona: A) Adicdo de Michael; B) Substituicao
nucledfila.

A estratégia de sintese mais comum é a adicdo de Michael, sendo que a reacao
ocorre com nucledfilos de oxigénio, enxofre, azoto, carbono e halogénio.**%? As
naftoquinonas séo consideradas aceitadoras de Michael porque possuem um sistema

carbonilo a,B-insaturado eletrofilico e também devido a sua capacidade de formar

ligagdes covalentes com grupos nucledfilos.*

Ainda assim, os rendimentos reportados sdo relativamente baixos devido a

formacéo de produtos secundarios.3%°

De modo a potenciar a reacdo, Leya et al. testaram a utilizacdo de CeCls.7H,O como
catalisador na reacdo em etanol, ao refluxo. Os rendimentos foram francamente

melhorados, relativamente aos obtidos nas rea¢des sem catalisador.>?

Lépez-Lopez et al. realizaram a sintese de derivados de 2-anilino-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona na presencga de CeCls;.7H,O e observaram um aumento nos rendimentos
obtidos. A implementacédo da metodologia SAMO, apesar da originar uma diminuicdo de
rendimento para alguns derivados, permitiu a diminuicdo do tempo de reacéo e reducao

dos processos de isolamento e purificagdo.®

A sintese de derivados substituidos com compostos heterociclicos azotados através
de SAMO, foi realizada pelo grupo de Tapia et al. que definiu esta técnica como sendo

valiosa para acelerar as taxas de reac¢do e aumentar o rendimento das reac6es em geral.

11
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1.2.Sintese assistida por micro-ondas

Nos ultimos anos, os grupos dedicados a sintese quimica tém sofrido crescente
pressao para produzir, de maneira ambientalmente benigna, uma vasta quantidade de
compostos exigidos pela sociedade num curto espaco de tempo. Os métodos tradicionais
de sintese organica envolvem processos de aquecimento convencional que sao muito
lentos para satisfazer a procura desses compostos. Sendo o resultado de uma reacédo
organica dependente da energia empregue e da sua introducao no sistema, a preparacao
destes compostos depende da implementacdo de novas técnicas, ferramentas e

estratégias sintéticas.>

Entre as fontes disponiveis, a irradiacdo por micro-ondas atraiu consideravel
atencao nas Ultimas décadas pelo seu enorme potencial para fornecer energia controlada
diretamente as moléculas de interesse, podendo ser uma alternativa para a simplificacéo

e melhoria das condicGes de reacdo de muitos processos classicos.>®%®

O primeiro equipamento de micro-ondas para uso em laboratdrio foi introduzido, em
1978, pela CEM® para aplicacdes analiticas na industria alimentar. A medida que esta
tecnologia se foi consolidando, a empresa desenvolveu equipamentos melhorados em

sofisticacdo e utilidade, passando a incluir equipamentos para extracao e sintese.>®

Os primeiros trabalhos cientificos reportados sobre o uso e as vantagens da
irradiag&@o por micro-ondas para promover reacdes organicas foram publicados por Gedye
et al.%” e suportados por Giguere et al.>® em 1986, dando inicio a aplicacdo bem-sucedida

desta tecnologia na quimica em geral, e em particular, na sintese organica.*®

Um argumento apresentado na literatura € que, como as transformacdes assistidas
por micro-ondas sdo tipicamente mais rapidas em comparagdo com processos de
aguecimento convencional, estas sdo consideradas eficientes e, portanto, mais
sustentaveis. Embora a velocidade da reacdo ndo seja mencionada especificamente
como um principio da quimica verde, pode-se alegar que uma reagao rapida realizada em
regime de temperatura elevada, requer possivelmente menos energia que uma
transformacdo que necessita de tempos de reacdo significativamente mais longos a
temperaturas mais baixas. Embora a eficiéncia energética ndo seja o Unico fator para o
uso da tecnologia de micro-ondas, o consumo reduzido de energia é um fator essencial

para tornar este processo economicamente viavel.°

A aceitacdo desta técnica tem vindo a ser importante para o desenvolvimento da
guimica ambientalmente consciente a escala laboratorial, sendo que a otimiza¢do de

muitos parametros de reacéo pode ser avaliada em poucas horas.*>%!

12
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O aquecimento promovido por irradiacdo micro-ondas, em condi¢des controladas,
demonstrou ser uma tecnologia valida para aplicacbes em quimica medicinal e na
industria farmacéutica e biotecnolégica, tendo o potencial de diminuir esfor¢gos tanto no
desenvolvimento de bibliotecas de compostos, quanto na otimizacdo de novos métodos,
traduzindo-se numa melhoria em, pelo menos, trés fases do processo de descoberta de

farmacos.5%:61

A sintese assistida por micro-ondas pode ser realizada em solventes organicos e
ndo organicos, em condi¢cdes de vaso aberto ou vaso fechado. O procedimento mais

comum envolve a utilizacdo de vaso fechado, sob presséo e temperatura controladas.®?

Ao realizar a sintese, o protocolo usual € aguecer a mistura de reacdo até a
temperatura desejada e manté-la por um periodo de tempo, sendo isso conhecido como
controlo de temperatura. Durante o estagio inicial de aquecimento, uma gquantidade
significativa de energia de micro-ondas é direcionada para a amostra, e apés se ter
atingindo a temperatura definida, a energia diminui de modo a manter a temperatura
desejada. Alternativamente pode, também, introduzir-se energia na mistura reacional
através da irradiacdo a uma potencia constante, permitindo que a temperatura suba
continuamente durante o curso da reagdo, sendo este processo conhecido como controlo

de energia.*®

O aquecimento por micro-ondas é fundamentalmente diferente do aquecimento
convencional, devido a interacao da radiacao eletromagnética com a matéria que conduz
a um acoplamento energético ao nivel molecular.®® A forma pela qual estes dois tipos de
aquecimento interagem com as moléculas durante a reacéo, € demonstrada na Figura
1.9.

13
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Aquecimento por Micro-ondas Aquecimento Convencional
Vaso reacional de vidro Vaso reacional de vidro

oo

Radiag¢3o de micro-ondas micro-ondas Condugdo Convecgdo

Rotagdodos Paredede Colisdoda Paredede
dipolos de agua vidro moléculas vidro

Figura 1.9 - Visdo geral dos diferentes métodos de aquecimento.53

Tradicionalmente, a sintese orgéanica € realizada por aquecimento condutivo, com
uma fonte de calor externa. Este método € relativamente lento e ineficiente para transferir
energia para o sistema, pois esta € introduzida na superficie e transmitida por correntes
de conveccao e condutividade térmica, o que resulta numa temperatura do vaso de reacao
mais elevada que a da mistura reacional. Deste modo, este método depende fortemente
de uma agitagéo eficiente para facilitar a distribuicdo de calor. Além disso, pode ser
desenvolvido um gradiente de temperatura dentro da amostra e 0 superaquecimento que

pode levar a decomposigédo de produto e/ou reagentes.>>%61

Ao contrario, a irradiagdo por micro-ondas produz aquecimento interno eficiente no
nacleo, através do acoplamento direto da energia de micro-ondas com as moléculas
presentes na mistura reacional. Além disso, esta tecnologia é seletiva e altamente
dependente das propriedades do material, pois apenas 0os compostos que absorvem
eficiente as micro-ondas tém a capacidade de transformar a radiacéo eletromagnética em
calor e, assim, conduzir reacdes quimicas. Como 0s vasos de reacdo empregues sao
tipicamente feitos de materiais transparentes, a radiacio passa pelas paredes do vaso e
existe uma inversdo do gradiente de temperatura em comparagdo com 0 aquecimento

térmico convencional.596!

As micro-ondas geram aquecimento rapido e intenso em substancias polares, que
possuem constantes dielétricas (€) altas, enquanto que substancias menos polares ou

cristalinas, possuem constantes mais baixas e ndo absorvem a energia da micro-ondas.*®
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A energia de micro-ondas néo é ionizante e é fraca para quebrar ligacdes, pelo que
ndo altera a estrutura molecular dos compostos que sdo aquecidos, nem induz reacdes

por absorcéo direta da energia, fornecendo apenas ativacéo térmica.5164

Na sintese por micro-ondas, o mecanismo pelo qual a matéria absorve
eficientemente a energia € designado de aquecimento dielétrico e o fator determinante
para a utilizacdo deste mecanismo sdo as propriedades elétricas das moléculas

envolvidas.t%%5

Para a interpretacao das propriedades elétricas envolvidas existem trés parametros
fundamentais a ter em conta na escolha das espécies envolvidas na reacdo: i) a constante
dielétrica, €, (grau em que uma molécula pode ser polarizada por um campo
eletromagnético); ii) a perda dielétrica, €', (eficiéncia da conversao de micro-ondas em
energia térmica); e iii) a tangente de perda, tan 0= ¢’/¢, (capacidade do material de

absorver energia de micro-ondas).>*

O principal efeito utilizado na sintese organica assistida por micro-ondas € o
mecanismo de polarizacdo dipolar. Para que este efeito seja verificado, as moléculas
necessitam ter um momento dipolar, permanente ou induzido. A amostra quando exposta
a frequéncias de micro-ondas, os seus dipolos alinham-se ao campo elétrico aplicado e a
medida que o campo alterna, os dipolos tentam continuamente realinhar-se, no processo
desenvolve-se energia cinética que resulta da rotagdo, movimento e colisdo entre
moléculas que, por sua vez, é convertida em energia térmica e, consequentemente, em

calor 54,61,65

O segundo efeito de aguecimento € o mecanismo de conducao i6nica e depende
do tamanho e da carga dos ides presentes na solucdo. Durante a condugdo ionica,
quando as particulas carregadas dissolvidas numa amostra oscilam sob a influéncia do
campo de micro-ondas, estas colidem entre si e dessa colisdo resulta agitacdo e

movimento, que gera calor.>®

O aquecimento rapido e as temperaturas elevadas ocorrem com base na aplicacéo

da lei de Arrhénius:%®

k=AX e(_%)

A aplicacdo da expressdo no aquecimento dielétrico permite que a irradiacdo por
micro-ondas seja uma técnica eficaz para realizar reagées que possuem altas energias
de ativacdo, o que se traduz em temperaturas mais altas e tempos de reagcdo mais

curtos.57
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Na Figura 1.10 encontram-se alguns exemplos de setores industriais que utilizam a

tecnologia de micro-ondas.

In_dustria Tratamento
alimentar de residuos

Tecnologia de

Industria de - Quimica de
petréleo Micro-ondas ' jimeros
Engenharia Industria

dos materiais farmaceéutica

Figura 1.10 — Diferentes areas de aplicacdo da tecnologia de micro-ondas.®°

A analise da literatura relativa a sintese orgéanica assistida por micro-ondas sugere
gue quase todos os tipos de transformagfes quimicas podem ser realizados, com
sucesso, em condicdbes de micro-ondas. No passado, 0s micro-ondas eram
frequentemente usados apenas quando todas as outras op¢des para realizar uma reagéo
especifica tinham falhado, ou quando eram necessarios tempos de reacdo
excessivamente longos ou altas temperaturas. Essa pratica tem vindo a mudar
lentamente e, devido a crescente disponibilidade de reatores, tém sido testadas um maior

numero de reagdes quimicas através deste método.*

Alguns exemplos de reagfes estudadas, com a utilizacdo de irradiagdo de micro-

ondas apresentam-se na Figura 1.11.
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Desidratagao ~ ©OXidagdo  Redugéo

Condensagao

\ / Hidrdlise
e A Q /){ Cicloadigdo
- ————» Reagdes de Buchwald-Hartwig

Reagdes de acoplamento )/'/ \\

Esterificagao Rearranjos
Reacgdes de i
sintese
assistidas por
tecnologia de

micro-ondas

Protegao e
desprotegao

Reagdes de adigdo Reagéo de Mannich

Reacédo de Diels-Alder

Reac&o de Grignard Reagdes de Glicosilagao

Reacédo de Sakurai Reacgdes de Mitsunobu

Epoxidagéo

Figura 1.11 - Exemplos de reagdes organicas utilizando tecnologia de micro-ondas. 68:69

1.2.1. Vantagens e desvantagens da sintese por micro-ondas

Conforme referido, os métodos de sintese por aquecimento convencional
geralmente requerem maiores tempos de aquecimento e preparagdo e montagens
elaboradas, o0 que resulta em maior custo do processo e no uso excessivo de solventes e

reagentes.®®

As varias vantagens da tecnologia de micro-ondas em relacdo ao aquecimento

convencional sdo descritas abaixo.

Temperaturas elevadas e reacfes rapidas: com base em dados experimentais,
verificou-se que as taxa de reacdo conduzidas por micro-ondas séo aceleradas em até
1000 vezes comparativamente ao aquecimento convencional. Assim, reacfes que sdo

conduzidas durante horas, podem ser concluidas em poucos minutos ou segundos.”®"*

Aquecimento uniforme e seletivo: no caso de aquecimento por micro-ondas,
apenas o solvente e as moléculas da amostra sdo excitados, o que resulta num

aguecimento uniforme do solvente e seletivo nas moléculas a reagir.®®

Alto rendimento e pureza do produto: o tempo de reacdo mais curto diminui a
possibilidade de formacdo de produtos secundéarios, aumentando o rendimento do
produto.% "
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Sintese verde: uma consequéncia da elevada pureza do produto formado, € a
reducdo na quantidade de solvente e reagentes utilizados durante a purificacdo do
produto final. Uma vez que esta técnica aquece diretamente a amostra, o uso de solventes

na reacdo quimica pode ser reduzido ou eliminado.®06971

Economia de energia: no aquecimento por micro-ondas praticamente ndo ha
atraso térmico, o sistema pode operar quase imediatamente. Também o desativar da
energia ndo possui atraso, ajudando na prevencgao de fugas térmicas que podem resultar
em subprodutos indesejados ou decomposi¢do. Esta vantagem inclui ainda a néo
existéncia de decomposi¢cdo térmica nas paredes, deste modo, o calor € desenvolvido

onde é necessario.>"°

Controlo preciso do processo e reprodutibilidade: a monitorizagéo e ajustes das
condicbes reacionais, sao de facil resposta, permitindo uma maior facilidade na
otimizac&o da reacdo e na sua reprodutibilidade.®®

Seguranga: como apenas o material que esta a ser processado é aquecido, ndo ha
perdas de calor significativas. Sendo que a reacdo se encontra fechada dentro do reator,

ha também um aumento na seguranca dos operadores.*®

Limpeza do equipamento: existe uma diminuicdo no desperdicio do recipiente de
reagdo, diminuindo o desperdicio durante a limpeza dos vasos. A capacidade de produgéo

rapida e os materiais de construcdo permitem uma limpeza facil para reutilizagéo.”

Custos: o método utiliza uma menor quantidade de solvente nas reacbes e

purificacdes, o que consequentemente diminui os custos associados.>®

Embora a SAMO seja amplamente usada, existem, ainda, algumas limitacdes, de

onde se destacam:

Aplicabilidade: o uso de micro-ondas como fonte de aquecimento tem
aplicabilidade limitada aos materiais que as absorvem. As micro-ondas ndo conseguem

aquecer materiais que sdo transparentes a sua radiacdo, ou materiais sensiveis ao

calor.6%72

Seguranca: devido ao potencial de acidentes durante o transporte e
armazenamento e ao risco elevado de exploséo proveniente do uso impréprio do método,
realizacdo de reacdes em condicdes de alta pressao, e aglomeracao de material sélido

gue pode revelar a existéncia de irregularidades submicroscépicas. O aumento da escala
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aumenta, também, o risco de explosdes no caso de reagBes exotérmicas nao

controladas.5%70.73

Custos: apesar dos custos de manutencao relativamente baixos, 0s custos de

investimento num equipamento de micro-ondas séo altos.®?

Eficiéncia energética: foi verificado que apenas 20 a 30% da energia elétrica
fornecida ao reator € convertida em energia térmica no aquecimento, contudo a utilizacéo
de vasos fechados, tempos de reacéo curtos e reatores multimodo com grandes volumes,

podem aumentar esta eficiéncia. ¢

Escalabilidade: o rendimento obtido com os equipamentos disponiveis no mercado
€ limitado a algumas gramas. Embora tenha havido desenvolvimentos relacionados a
escalabilidade de equipamentos de micro-ondas, ainda existem lacunas que necessitam

ser preenchidas.®®

Riscos de saude: em exposicdo prolongada, a irradiacdo de micro-ondas pode
resultar na degeneracao dos tecidos e células do corpo, por penetracao da radiagdo no

corpo humano.®®

Assim, 0 objetivo fundamental da sintese organica assistida por micro-ondas € a
aceleracao de reacdes, a fim de evitar parametros de reacdo desfavoraveis, tornando
assim as reacfes mais rapidas, limpas, seguras, ecolégicas e melhorando o rendimento,

seletividade e reprodutibilidade.>*>¢

1.3.Anélise in silico

Na ultima década, apenas alguns compostos, entre centenas de candidatos a
farmacos, foram aprovados e chegaram, efetivamente, ao mercado. As principais causas
para o insucesso sao a falta de eficacia no seu metabolismo e as fracas caracteristicas
farmacocinéticas, incluindo a toxicidade, e resultam de uma andlise aprofundada tardia,
isto é, até que um numero limitado de compostos candidatos tenha sido identificado,

tornando, assim, dificil a realizacdo de modificacGes estruturais.”*"®

Uma melhor compreensdo da relagdo entre a estrutura quimica dos potenciais
farmacos e as suas interacdes com alvos bioldgicos, permite a selecdo dos compostos
mais promissores, permitindo priorizar os candidatos e reduz desta forma o custo e 0

tempo envolvido no seu desenvolvimento.””:"®
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As técnicas in silico, surgiram como uma possivel alternativa para os estudos
experimentais. Estas técnicas recorrem a sistemas e modelos computacionais, e sdo
consideradas uma ferramenta de triagem, que simula as principais propriedades
farmacocinéticas de um composto bioativo, incluindo a andlise de absorcao, distribuigéo,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET), nos estégios iniciais de descoberta e

desenvolvimento de farmacos.”®"®

As principais vantagens da utiliza¢éo destes métodos prendem-se com a diminuigao
no tempo de analise e custos associados, o aumento da eficiéncia e eficacia na avaliagao
de risco ambientais e humanos, substituicdo ou melhoramento dos testes em animais, e

rapidez na recolha e construcao de bibliotecas de compostos.’>76.7

1.3.1. Estudo ADMET

Durante o processo de desenvolvimento de novos farmacos é comum realizar-se
um estudo de previsao de propriedades ADMET in silico com o intuito de avaliar o perfil
farmacocinético, grau de toxicidade, reduzir os gastos com ensaios biolégicos e otimizar

o tempo de producgéo.®°

Os parametros ADMET séo baseados na cinética de exposi¢cdo de um farmaco aos
tecidos, como afetam o corpo humano e como o corpo descarta o farmaco por absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo, influenciando o desempenho e a atividade
farmacoldgica do composto. Assim, este método fornece uma visao preliminar sobre o

comportamento de um composto farmacéutico dentro de um organismo (Figura 1.12).7482
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Distribuigdo

Absorgdo
Para onde vai o

farmaco? Como é que o farmaco

é absorvido?

Metahali
10

Como é que o

’ ia —=# Excrecdo
farmaco é libertado? » <

Como é que o farmaco
é excretado?

Figura 1.12 - Esquema representativo dos parametros ADME.82

Os parametros analisados num estudo ADMET sé&o:

Absorcdao: Transferéncia do local de administragcdo para a corrente sanguinea e a

extensdo em que isso ocorre.®®

Distribuic&@o: Processo pelo qual os farmacos sdo transportadas para locais de

acdo extravasculares pela corrente sanguinea, apés a sua absor¢do.808

Metabolismo: Processo de degradagéo enzimatica de um farmaco em metabolitos

gue sdo posteriormente eliminados do corpo.®

Excrecdo: Ap6s o farmaco ser ingerido e distribuido pelo corpo, deve ser
posteriormente removido, para que as suas concentracdes ndo aumentem com cada dose

sucessiva.®

Toxicidade: Medida de potenciais efeitos adversos causados pelo farmaco em

humanos, animais e meio ambiente por exposicdo aguda ou mltipla.8

Na analise dos parametros farmacologicos, é avaliada a biodisponibilidade oral
tedrica do produto pela “Regra dos Cinco” criada por Christopher A. Lipinski 8, que possui
como base cinco regras simples que estao relacionadas as propriedades moleculares de
um composto, nomeadamente, coeficiente de particdo octanol-dgua (LogP), massa
molecular (MM), area de superficie polar topoldgica (TPSA), grupos aceitadores de

ligacdo de hidrogénio (nOH) e grupos doadores de ligacdo de hidrogénio (nOHNH).”*
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No entanto, Lipinski considera como excec¢bes compostos gque agem como
transportadores biologicos, podendo ser vitaminas, antibidticos, antifingicos e
glicosideos.®

Os softwares atualmente existentes, que sao utilizados para a determinacdo e
andlise dos dados de farmacocinética e toxicocinética, encontram-se disponiveis tanto
para acesso livre como existem outros mais detalhados com a necessidade de aquisicdo
licenca. De notar que os resultados obtidos por estes programas resultam de uma procura
por compostos semelhantes nas respetivas bases de dados. Os programas utilizados
neste trabalho foram: OSIRIS Property Explorer (Organic Chemistry Portal)®,
Molinspiration (Molinspiration Cheminformatics)®” e admetSAR (Cheng et al. 2012)".

E neste contexto que se enquadra este trabalho, que pretende contribuir para o
desenvolvimento de métodos ambientalmente mais favoraveis, utilizando a tecnologia de
micro-ondas para a obtencgéo de diferentes derivados da 1,4-naftoquinona, com possiveis
propriedades medicinais. De modo a verificar as potencialidades dos compostos
sintetizados enquanto compostos ativos, foram realizados estudos eletroquimicos,

avaliacdo da atividade antioxidante e analise in silico.
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Otimizacao das condi¢cBes de sintese

2. Otimizacao das condicOes de sintese

O presente trabalho teve inicio com a selecdo e caracterizacado dos reagentes e
agentes nucledfilos a utilizar como pares de reacdo, na sintese assistida por micro-ondas
(SAMO), com vista a obtencao de derivados da 1,4-naftoquinona (1,4NQ) e 5-hidroxi-1,4-
naftoquinona (50H1,4NQ) substituidos na posicao 2. Foram testadas duas estratégias de
sintese, adicdo de Michael e substituicdo nucledfila aromatica, com auxilio de
catalisadores basicos, CaCO3, K.COsze NaHCO:s.

Procedeu-se a otimizacdo das condi¢cdes reacionais e, selecionados esses
parametros, realizou-se a sintese dos compostos pretendidos que foram, posteriormente,
purificados e caracterizados por diferentes técnicas instrumentais. Efetuou-se ainda a
avaliacdo das propriedades redox, antioxidante e estudos in silico.

2.1.Reagentes

Nas reacdes de adicdo de Michael utilizaram-se como reagentes a 1,4NQ e a
50H1,4NQ e nas reagbes de substituicdo nucledfila, os reagentes 20H1,4NQ e
2Br1,4NQ.

As estruturas das naftoquinonas utilizadas como reagentes encontram-se

representadas na Figura 2.1.

@) 0] O )
0] OH O 0] O
1,4NQ 50H1,4NQ 20H1,4NQ 2Br1,4NQ

Figura 2.1 - Estruturas moleculares das naftoquinonas utilizadas como reagentes.

2.2.Agentes nucledfilos

Selecionaram-se aminas primarias, aromaticas e alifaticas, e compostos
heteroaromaticos, de acordo com a sua natureza quimica e importancia biolégica relatada
anteriormente. Estes compostos foram organizados em trés diferentes conjuntos, de
acordo com a sua estrutura, designadamente: Grupo 1. Aminas aromaticas, Grupo 2:

Aminas alifaticas e Grupo 3: Compostos heterociclicos azotados.

25



Otimizacédo das condi¢cdes de sintese

Grupo 1 - Este conjunto compreende 6 aminas aromaticas para-substituidas e 3

aminas aromaticas orto-substituidas.

Aminas aroméaticas para-substituidas: Este subconjunto engloba 3 aminas
aromaticas substituidas por grupos doadores de eletrdes: 1,4-fenilenodiamina (1,4PDA),
4-aminonfenol (4AP) e 4-metoxianilina (4MA) e trés substituidas por grupos aceitadores
de eletrbes: 4-aminobenzonitrilo (4ABN), 4-cloroanilina (4CIA) e 4-nitroanilina (4NA),
cujas estruturas e valores de pKa calculados pelo método de Marvin (ChemAxon) se
apresentam na Figura 2.2.%8

NH, NH, NH, NH, NH, NH,
NH, OH N cl NO, CN
1,4PDA 4AP 4MA 4CIA ANA 4ABN

pKa 6,46 5,43 5,11 3,49 2,13 1,63

Figura 2.2 - Estruturas moleculares e valores de pKa das aminas aromaticas para-substituidas.

Aminas aromaticas orto-substituidas: Este subconjunto engloba trés aminas
arométicas orto-substituidas, designadamente: 1,2-fenilenodiamina (1,2PDA), 2-
aminofenol (2AP) e 4-metoxianilina (4APA), cujas estruturas moleculares e valores de pKa

calculados pelo método de Marvin (ChemAxon) se apresentam na Figura 2.3.%8

NH, OH o~
1,2PDA 2AP 2APA

pKa 4,74 4,52 4,42

Figura 2.3 - Estruturas moleculares e valores de pKa das aminas aroméaticas orto-substituidas.

Grupo 2 - Aminas alifaticas: Este subconjunto € composto por cinco aminas
alifaticas, nomeadamente a n-butilamina (BA), etilenodiamina (EDA), dietilamina (DEA) e
aminoacetonitrilo (AACN), cujas estruturas e valores de pKa calculados pelo método de

Marvin (ChemAxon) se apresentam na Figura 2.4.%8
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/\/\NHZ HZN\/\NH2 /\H/\ H2N/\/¢N
BA EDA DEA AACN
pKa 10,21 n.d. 10,58 6,39

Figura 2.4 - Estruturas moleculares e valores de pKa das aminas alifaticas.

Grupo 3 - Compostos heterociclicos azotados: Este subconjunto engloba dois
derivados da piridina, designadamente a 2,3-diaminopiridina (2,3DAPA) e a 2-amino-3-
hidroxipiridina (3APA). Utilizaram-se também dois compostos com nucleo central de cinco
membros, pirazol e imidazol, cujas estruturas e valores de pKa calculados pelo método
de Marvin (ChemAxon) se apresentam na Figura 2.5.88

H

o NH2 | ~OH H H
P Z \ ) &W
N NH, N” “NH, N

2,3DAPA 3APA Pirazol Imidazol

pKa 7,40 7,00 14,76 13,40

Figura 2.5 - Estruturas moleculares e valores de pKa dos compostos heterociclicos azotados.

2.3.Estratégias gerais de sintese
De acordo com o referido foram testadas duas estratégias de sintese:
12 Estratégia: Reacao de adicédo de Michael

Utilizaram-se como reagentes a 1,4NQ e a 50H1,4NQ para promover a adi¢éo
nucledfila dos diferentes compostos selecionados como pares, de acordo com o definido
na Figura 2.6.
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(0] (6]
R,
+ Nucleodfilos:
Grupo 1
Grupo 2
Ry O Grupo 3 R, O
R1=H
1,4NQ)R1=H R2 = Aminas aromaticas, Aminas alifaticas,
50H1,4NQ) R1 = OH Piridinas, Imidazol, Pirazol
R1=0H

R2 = Aminas aromaticas, Aminas alifaticas,
Imidazol, Pirazol

Figura 2.6 - Esquema reacional geral para obtencédo de derivados da 1,4NQ e da 50H1,4NQ.

No entanto, os resultados obtidos nas reagfes com os compostos do grupo 3 ndo
se revelaram promissores. A utilizacdo de catalisadores béasicos (CaCOs;, K,COs; e
NaHCO:s) foi testada, ndo tendo sido observadas melhorias no processo de sintese.
Admite-se que este facto esteja relacionado com a menor basicidade destes compostos
guando comparadas com 0s compostos dos grupos 1 e 2.

Nas reagfes com o imidazol e pirazol tentou-se ainda contornar a situagéo
potenciando a sua nucleofilicidade por desprotonacéo dos compostos com NaHCO3 numa
primeira etapa e posterior adicdo nucledfila numa segunda etapa de acordo com o

apresentado no esquema da Figura 2.7.
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© ®
N N_] Na
0 0
N NaHCOs N
12 Etapa ou

N
(@) —
O )
N_] Na® N\//N
£} )
N 1,4ANQ
50H1,4NQ R ©
ou ou
© ®
22 Etapa N o =
oo 0
9@
R O
1,4NQ)R = H

50H1,4NQ) R = OH

Figura 2.7 - Esquema reacional da desprotonacgéo do imidazol e pirazol (12 Etapa), seguida de
uma reacéo de adicao nucledfila com os reagentes (22 Etapa).

Ainda assim, estas rea¢fes ndo foram bem sucedidas, o que obrigou a alteracéo da
estratégia de sintese.

22 Estratégia: Reacao de substituicdo nucledfila

Os reagentes 20H1,4NQ e 2Br1,4NQ foram utilizados para promover a formagéo

dos derivados do grupo 3 por substituicdo nucledfila de acordo com o esquema da Figura
2.8.

(0] 0]
R R,
. Nucledfilos: — » O‘ + Ry
Grupo 3
(0] 0]
20H1,4NQ) R1 = OH R2 = Imidazol, Pirazol

2Br1,4NQ) R1 = Br

Figura 2.8 - Esquema reacional geral para obtencdo de derivados da 1,4NQ com compostos
heterociclicos.
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Ainda assim, as reag0des testadas nao foram bem sucedidas e os resultados obtidos
levaram ao abandono dos compostos do grupo 3, ndo tendo sido possivel obter os
derivados pretendidos.

2.4.Parametros reacionais

A otimizacdo das condi¢Bes reacionais para a SAMO foi realizada com o reagente
1,4NQ e a 1,4PDA (grupo 1) como agente nucledfilo. As reacdes de screnning iniciais
foram realizadas com quantidades equimolares em diferentes solventes (etanol, acetona
e acetonitrilo) e na auséncia de solvente. A dgua ndo foi considerada devido a
insolubilidade da 1,4NQ. Definiu-se como temperatura de trabalho 150 °C e poténcia de
200 W, fazendo-se variar o solvente e o tempo de reacdo. Como estratégia para aumentar
a nucleodfilicidade das arilaminas foram testados diferentes catalisadores basicos,
designadamente CaCO3, KoCO3z, NaHCO:s.

As reag6es foram monitorizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

e as conversodes obtidas apresentam-se na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Conversdes obtidas nas reacdes de otimizacdo da SAMO da 1,4NQ com a 1,4PDA.

Converséo (%) @
Solvente Tempo (min)
Sem catalisador CaCOg
5 26 68
Etanol

10 4 73

5 - 17
Acetona

10 - 13

5 20 76
Acetonitrilo

10 14 72

5 - .

Sem solvente
10 66 56

@ P=200W, T= 150 °C, 1 eq catalisador basico; Conversées calculadas por HPLC

A andlise dos resultados mostra que o tempo de reag¢do de 5 minutos demonstrou

ser o suficiente para a realizagdo das reacdes com irradiacdo de micro-ondas.
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No que se refere aos catalisadores basicos estudados, (CaCOs, K.CO3z e NaHCO3),
0 CaCOs revelou ser o Unico eficiente para o aumento da nucleofilicidade, dado que a
utilizacdo dos restantes nos diferentes solventes ndo permitiu a formacéo do produto de
acoplamento, tendo-se detetado a degradacéo do reagente inicial, tal como é observado
pelos cromatogramas obtidos na Figura 2.9.. Considerando a basicidade inerente da
1,4PDA e atendéncia da utilizacdo de catalisadores basicos, seria, tal como observado,
expectavel que a utilizacao destes tivesse um impacto positivo ha formacao dos produtos
obtidos.
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Figura 2.9 - Cromatogramas da 1,4NQ com diferentes catalisadores basicos: A) Reagente sem
catalisador; B) Reagente com CaCOs; C) Reagente com NaHCOs.
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Para os trés solventes testados, a utilizagdo de CaCOs; melhorou significativamente
a conversao do reagente, sendo que o acetonitrilo revelou ser o melhor solvente, o que
esta de acordo com a sua natureza polar-aprotica, conhecida por aumentar a
nucleofilicidade, e com o facto de, entre os solventes testados, ser aquele com maior

constante dielétrica (g).%

A reacdo sem solvente também se revelou eficaz, tendo-se obtido uma converséo
de 66% no produto esperado, na auséncia de catalisador. Ainda assim, selecionaram-se
como condigfes otimas: 5 minutos, acetonitrilo e 1 eq. CaCO:s.

A mesma abordagem foi realizada utilizando-se o reagente 50H1,4NQ e a 1,4PDA.
Contudo, verificou-se que as reagfes ndo foram eficazes na presenca dos catalisadores
basicos estudados (CaCOs;, NaHCO; e K.CO3). Admite-se que o aumento de pH provoca
uma degradacdo do reagente, tornando inviavel a utilizacdo de catalisadores basicos.®®
Estas reacdes foram promovidas nas seguintes condi¢des: 5 minutos, acetonitrilo e sem

catalisador.

32



CAPITULO 3

SINTESE E
CARACTERIZACAO







Sintese e Caracterizacdo

3. Sintese e Caracterizacao

3.1.Sintese dos derivados da 1,4-naftoquinona

Com as condicBes Otimas definidas procedeu-se a SAMO dos compostos
desejados, tal como esquematizado na Figura 3.1. Pretendia-se obter um total de 13
compostos derivados da 1,4NQ, dos quais 12 foram devidamente purificados e as suas
estruturas elucidadas. De forma a validar o método efetuou-se, para alguns exemplos, a
sintese pelo método por aguecimento convencional ao refluxo, discutindo-se de seguida

os resultados obtidos.

0 0
Nucledfilo: CaCO; CH3CN Nu
QRS- 9@
Grupo 2 150 °C, 5 min, 200 W
o) o)
1,4NQ

Figura 3.1 - Esquema geral das condi¢Ges de reacdo dos derivados da 1,4-naftoquinona.

3.1.1. Derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona

As reagbes promovidas com as aminas aromaticas para e orto-substituidas,
apresentadas no Grupo 1, foram realizadas nas condi¢des Otimas definidas para a SAMO
e pelo método por aquecimento convencional (acetonitrilo, 24 horas ao refluxo com
CaCOs), de acordo com o procedimento descrito no Capitulo 5 Parte Experimental. As

rotas de sintese apresentam-se esquematizadas na Figura 3.2.
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R1
1) NH, (80%)
ACN, CaC03 2) OH (59%);
SAMO 3) OCHs (57%);
4) Cl (20%);
Refluxo 5) CN (7%).
1,4NQ R4 = NHy; OH; OCHj;
Cl; CN; NO,
0 NH;
R4
R4 ACN, CaC03 7) NH, (16%)
“ + SAMO 8) OH (45%);
9) OCHj3 (27%).
Refluxo
(0]
1,4NQ Ry = NHy; OH; OCHjs

Figura 3.2 - Esquema reacional para obtencdo dos derivados da 1,4NQ substituidos com aminas
aromaticas.

As reacdes foram monitorizadas por HPLC e as conversdes obtidas, nos respetivos

produtos de acoplamento, resumem-se na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1 - Conversdes obtidas na SAMO e método de aquecimento convencional para os

derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona.

Converséo (%)W

Amina :
Composto o Aquecimento
aromatica SAMO @ _
Convencional @
42 (2h)
1 1,4-PDA 80
61 (24h)
55 (2h)
2 4-AP 59 64 (4h)
67 (24h)
3 4-MA 57 --
4 4-CIA 20 -
5 4-ABN 7 --
6 4-NA - _
4 (2h)
7 1,2-PDA 16 6 (4h)
5 (24h)
37 (2h)
8 2-AP 45
57 (4h)
9 2-APA 27 --

@  Conversbes calculadas por HPLC
@ Vacetonitrio = 1 mL; Végua =1mL;P=200W; T=150°C;t=5min; 1 eq de CaCOs

®) Vacetonitiilo = 25 mL; Végua =25 mL; Refluxo; T=70°;t=24h; 1 eq de CaCOs

A analise dos resultados permite concluir que, nas condi¢des testadas, 0 processo

de SAMO permitiu a formacéo dos derivados 2-N-alquilamino-1,4-naftoquinona (1-5 e 7-
9). A excecdo do composto 6, todos os outros foram obtidos em 5 minutos de reacéo,
enquanto que na sintese por aguecimento convencional, nas condi¢cdes testadas neste
trabalho, s6 foi possivel obter os compostos 1, 2, 7 e 8. Um estudo conduzido por Leyva
et al ® onde se utilizou a técnica de irradiacédo por ultrassons, para produzir compostos
semelhantes, revela que, também, essa técnica permite obter maiores rendimentos em
menores espacos de tempo (8 horas) que o método de aquecimento convencional
utilizado no estudo (7 dias ao refluxo em etanol). Estes autores reportam rendimentos de
95%, 93% e 80%, para os compostos 3, 9 e 4, respetivamente, ao fim de 8 horas de
irradiacdo por ultrassons. Apesar de os resultados serem mais elevados que os

reportados neste trabalho o tempo de reacdo necessario é consideravelmente superior.
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De acordo com o esperado, e conforme se pode verificar pelos resultados obtidos,
nas reagcbes SAMO com aminas aromaticas para-substituidas (derivados 1 a 6), é
evidente, que a presenca de grupos doadores de eletrbes substituintes beneficia a reacéo
de adicao nucledfila, cujas conversdes, nos produtos de acoplamento pretendidos, foram
consideravelmente superiores (57 - 80%) as obtidas nas rea¢gées com aminas aromaticas
substituidas com grupos aceitadores de eletrdes (0 — 20%). Quanto maior o efeito doador
do grupo substituinte maior a basicidade da amina, sendo espectavel que a reacdo de

adicao nucleofilica seja mais favoravel.

No que se refere a posicdo dos grupos substituintes nas aminas aromaticas,
verifica-se que as conversdes obtidas para os derivados substituidos com aminas
aromaticas para-substituidas (1-5) s@o superiores as obtidas para os derivados
substituidos com aminas aromaticas orto-substituidas (7-9). Admite-se que este facto
esteja relacionado com a menor basicidade das aminas aromaticas orto-substituidas,
guando comparada com a basicidade das suas semelhantes para-substituidas. Apesar
da utilizacdo de um catalisador basico em ambas as reagfes, a sua agdo ndo tera sido
suficiente para promover a reacdo de atague nucledfilo, com as aminas aromaticas orto-
substituidas. Admite-se também que o impedimento estereoquimico possa ter contribuido

para a diferenca de resultados observada.

3.1.1.1. Caracterizacdo estrutural dos derivados 2-N-arilamino-

1,4-naftoquinona(la5e7a9)

A caracterizagdo estrutural foi feita pela andlise conjunta dos espetros das
experiéncias 1D (*H e 13C) e 2D (HSQC e HMBC) de RMN.

A andlise dos espetros de H-RMN (MeOD-d,) obtidos para os derivados 2-N-
arilamino-1,4-naftoquinona (1-5) permitiu identificar um perfil semelhante para os
compostos isolados, constituido pela presenca de dois dupletos, dois tripletos e um
singuleto, sinais referentes aos protdes na regido 6 = 6,00 a 8,21 ppm, consistentes com
o carater aromatico do nucleo central da 1,4NQ e a presenca de dois dupletos na regiao
0 = 6,76 a 7,42 ppm referentes ao carater aromatico da amina para-substituida acoplada
a 1,4NQ.

Na Figura 3.3 encontra-se o espetro de 'H-RMN do composto 1 como
exemplificacdo do perfil observado. A frequéncias mais altas, nomeadamente & = 8,02 a

8,12 ppm, séo identificados os dois dupletos atribuidos as ressonéncias dos protdes
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aromaticos mais proximos as ligacbes C=0 (Hs e Hs) e consequentemente mais
desblindados. No intervalo de & = 7,70 a 7,82 ppm séo identificados os dois tripletos
correspondentes aos protdes aromaticos He € H; que se encontram mais blindados devido
ao seu maior afastamento dos grupos carbonilo. O singuleto a & = 6,01 ppm, refere-se ao
protdo Hs, indicando que ocorreu formacédo de uma ligacdo na posicdo 2. Este protdo
encontra-se entre o grupo carbonilo e o substituinte acoplado, assim, tendo em conta que
0 substituinte é um grupo doador, existe um efeito de ressonancia que torna este protdo
mais blindado em relagcéo aos anteriores.

Os protdes referentes as aminas aromaticas para-substituidas apresentam-se no
intervalo de & = 7,50 e 6,50 ppm, sendo caracterizados por dois dupletos. Uma vez que
as aminas para sao simétricas, cada sinal € referente a 2 protdes, logo o dupleto a & =
7,10 ppm foi atribuido aos protdes Hiz e His € 0 dupleto a 6 = 6,80 ppm foi atribuido aos
protdes His e His.

HlZlﬁ H1315 H3
Hs Hg Hy He e Ef} 3
NR 85 WRRARR V It !
ww 0w P\l’-h";h-h i 1
y \J/ VY A ‘| 1
i D |
M IM h'l‘I '] M ‘h
BVAVES U U A g\
alan 1 T I g
BoR g 3 # 8 8
= (-} - QO - - -

———————————1— e e e e . B e e ] —

—TrTeeUTTYYeT LU T T T T T T T T T
5 84 83 82 81 80 79 78 27 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 65 65 64 63 62 &1 60 59 S8 57 56 §
ppm
Figura 3.3 - Espetro 1H-RMN (300 MHz) do composto 1 em MeOD-da.

Dos espetros de *C-RMN conseguidos, foi possivel identificar 2 regies onde se
acumulam os sinais de carbono, conforme se apresenta no exemplo da Figura 3.4 para o
composto 1.

Os sinais a frequéncias mais elevadas (& > 180 ppm) s&o atribuidos as ressonancias
C. e C4, respetivamente. Estes carbonos encontram-se mais desblindados na zona dos
grupos carbonilo e a atribuicdo das ressonancias foi feita através das correlacdes
observadas no espetro bidimensional de HMBC (Figura 3.5). A uma frequéncia mais
elevada encontra-se também o carbono quaternario C, que pelo efeito de proximidade
com o substituinte e com um dos grupos carbonilo se encontra desblindado. No intervalo

de & = 126,5 a 147,7 ppm encontram-se 0s carbonos aromaticos do ndcleo da 1,4NQ,
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seguidos dos carbonos aromaticos da amina aromdtica para-substituidas, para estes
ultimos encontram-se apenas dois sinais de carbono, devido a simetria da amina ja
discutida, assim cada sinal corresponde a 2 carbonos simétricos. Na frequéncia mais

baixa encontra-se o sinal Cs, atribuido por correlagéo direta no espetro de HSQC (nao

apresentado).
C13,15
G ”
C G 2
c.c G Cyo 6C9 (E-S.. eclz'"’ 7
= G 23z 333 | c
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2 < 1111 H E
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Figura 3.4 - Espetro 23C-RMN (300 MHz) do composto 1 em MeOD-d.

A andlise do espetro da experiéncia bidimensional de HMBC (Figura 3.5) permitiu

atribuir os sinais com base nas correlacées 3Jch € 2Jch encontradas.

O singuleto a ® = 6,01 ppm, correspondente a Hs, permitiu definir que o sinal a & =
183,0 ppm corresponde ao Ci, pela correlagéo *Jcn. Definido Ci, C4 foi atribuido ao sinal
a & = 185,5 ppm. Também C; encontra correlagdo *Jcy com o dupleto a & = 8,02 ppm, o
gue permitiu definir o sinal correspondente a Hs e posteriormente definir Hs. Através da
definicdo destes protdes e das suas correlagdes 3Jcn, foram atribuidos os sinais & = 133,5
e 135,9 ppm aos carbonos C; e Cs, respetivamente. A correlagédo 3Jcy do protdo Hs,
permitiu ainda atribuir o sinal & = 134,8 ppm a Cio. Pela correlagéo 3Jch com o protdo Hy,
foi possivel definir o sinal a & = 132,1 como sendo Co.
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Figura 3.5 - Espetro bidimensional HMBC (300 MHz) do composto 1 em MeOD-da.

Os espetros obtidos para cada um dos compostos sintetizados foram analisados de

forma semelhante e os dados espetroscépicos apresentam-se na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Dados de 'H e 13C-RMN (MeOD-d,) para derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona

(1ab).
Composto 1 Composto 2
Posicéao
H (8, m, J) 13C (0) H (6, m, J) 13C (0)
1 - 183,0 - 182,9
2 - 147,8 - -
3 6,01 (s, 1H) 101,4 6,0 (s, 1H) 101,7
4 - 185,5 - 185,6
5 8,11 (d, 1H, 7,2 Hz) 127,5 8,11 (d, 1H, 7,7 Hz) 127,4
6 7,72 (t, 1H, 7,4 Hz) 133,5 7,70 (t, 1H, 7,5 Hz) 133,6
7 7,80 (t, 1H, 7,8 Hz) 135,9 7,80 (t, 1H, 7,5 Hz) 135,9
8 8,02 (d, 1H, 7,5 Hz) 126,8 8,02 (d, 1H, 7,6 Hz) 126,8
9 - 132,1 - 130,4
10 - 134,8 - 132,1
11 - - - -
12, 16 7,09 (d, 2H, 8,6 Hz) 126,5 7,17 (d, 2H, 8,8 Hz) 126,9
13,15 6,81 (d, 2H, 8,6 Hz) 116,9 6,87 (d, 2H, 8,8 Hz) 117,21
14 - - - 157,2
Composto 3 Composto 4 © Composto 5
Posicao
H (8, m, J) 13C (0) H (&8, m, J) H (&8, m, J)
1 - 182,8 - -
2 - - - -
3 6,02 (s, 1H) 101,9 7,08 (s, 1H) 6,22 (s, 1H)
4 - 185,6 - -
5 8,09 (d, 1H, 7,6 Hz) 127,4 8,21 (d, 1H, 7,8 Hz) | 8,31 (d, 1H, 7,8 Hz)
6 7,70 (t, 1H, 7,5 H2) 133,6 7,76 (t, 1H, 7,6 Hz) | 7,65 (t, 1H, 7,2 Hz)
7 7,78 (t, 1H, 7,5 Hz) 135,8 7,86 (t, 1H, 7,6 Hz) | 7,82 (t, 1H, 7,2 Hz)
8 8,0 (d, 1H, 7,7 Hz) 126,8 8,09 (d, 1H, 7,8 Hz) | 8,05 (d, 1H, 7,8 Hz)
9 - 132,1 - -
10 - 133,2 - -
11 - 129,4 - -
12, 16 7,25 (d, 2H, 8,8 Hz) 126,7 7,42 (d, 2H, 8,8 Hz) | 7,48 (d, 2H, 9,0 Hz)
13, 15 7,00 (d, 2H, 8,8 Hz) 115,8 6,76 (d, 2H, 8,8 Hz) | 7,35 (d, 2H, 9,0 Hz)
14 - 159,4 - -
OCHs 3,82 (s, 3H) 56,0 - -

) N&o foi possivel obter espetro de 13C.
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A andlise efetuada por espetrometria de massa corroborou as caracterizagdes das
estruturas propostas para os compostos 1, 2, 3, 4 e 5. Os espetros de massa em modo
positivo apresentam um pico principal a m/z 265, 266, 280, 284 e 275, respetivamente,
atribuidos as respetivas moléculas protonadas [M+H]*. A dissociacdo das espécies
protonadas deu origem aos ibes fragmento a m/z 237, 238, 252, 256 e 247,
respetivamente, em concordancia com a perda de CO. A titulo de exemplo apresenta-se
na Figura 3.6 o espetro ESI(+)-MS?da molécula protonada do composto 1 onde é evidente
a perda de CO.

100 248,14

4 NH._-
90 g

80-
703 ‘
soé R " 247,16

] 237.17
507

Relative Abundance

403 22015
[M+H]*

30; 265,18

20E 24917

10] 219,20 22318
3 | |, | | 22518 236,29 | 238,16 250,19 26427

1 4 1
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215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270
miz

Figura 3.6 - Espectro ESI(+)-MS? da molécula protonada m/z 265 do composto 1.

A analise complementar por espetroscopia de IV confirmou a presenga dos grupos
carbonilo pela sua banda caracteristica na regido dos 1670 cm™. As ligac6es duplas das
estruturas aromaticas sao identificadas por trés bandas na regido entre 1629 e 1568 cm-
1, E a formacéo da nova ligacdo C-N estabelecida é confirmada pela presenca de uma

banda média observada na regido entre 1299 e 1234 cm, para os compostos 1 a 5.

Foi realizada uma analise semelhante para os compostos 7, 8 e 9 substituidos com
aminas aromaticas orto-substituidas. Os dados espetroscopicos dos derivados 2-N-
arilamino-1,4-Naftoquinona (7-9) substituidos com aminas aroméaticas orto-substituidas,

apresentam-se na Tabela 3.3.

A identificacdo dos sinais para os protdes e carbonos arométicos pertencentes ao
anel da 1,4NQ segue um perfil idéntico ao ja discutido para os compostos anteriores. A
diferenca nos sinais observados para estes derivados é consequéncia da orientacao orto

dos substituintes.
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No espetro H-RMN, esses sinais sédo detetados no intervalo de & = 7,4 e 6,8 ppm,
onde se encontram 2 dupletos e 2 tripletos. Os sinais a frequéncias mais altas s&o
atribuidos aos protdes mais proximos dos grupos substituintes, -NH;, -OH e -OCHs, que
correspondem aos protdes Hi, e His, nas frequéncias mais baixas do intervalo, os sinais
existentes sdo atribuidos os protdes His e His. A titulo de exemplo, na Figura 3.7 encontra-

se o espetro 'H-RMN para o composto 8 e respetiva andlise.

OH
12
13 H
3
14
15
Hiz3 H
Hy  Hs Hig H 33?;;1":.'-‘;
H 3 g N
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'
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I ’
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‘ 3 3 s :

82 81 80 79 78 727 726 75 74 23 72 7?11( 7.)0 69 68 67 656 65 64 63 62 61 60 59
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Figura 3.7 - Espetro *H-RMN (300 MHz) do composto 8 em MeOD-d..
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Tabela 3.3 - Dados de 'H e 13C-RMN (MeOD-d,) para derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona

(7a9).
Composto 70 Composto 8 Composto 9©
Posicao
1H (5, m, J) 1H (5, m, J) 13C (6) 1H (5, m, J)

1 - - 182,8 -

2 - - - -

3 6,08 (s, 1H) 6,04 (s, 1H) 103,1 6,09 (s, 1H)

4 - - 185,7 -

5 8,29 (d, 1H, 8,4 Hz) | 8,13 (dd, 1H, 7,4 Hz)  126,3 | 8,12(d, 1H, 7,5 Hz)
6 8,02 (m, 2H) 7,73 (t, 1H, 7,5 Hz) 134,6 | 7,75 (t, 1H, 7,5 Hz)
7 8,02 (m, 2H) 7,80 (t, 1H, 7,5 Hz) 132,0 7,81 (t, 1H, 7,8 Hz)
8 8,17 (d, 1H, 8,4 Hz) | 8,03 (dd, 1H, 7,6 Hz)  124,8 | 8,05 (d, 1H, 8,7 Hz)
9 - - - -

10 - - 133,7 -

11 - - - -

12 - - 151,9 -

13 7,08 (d, 1H, 7,8 Hz) | 6,97 (t, 1H, 8,2 Hz) - 7,13 (d, 1H, 8,2 Hz)
14 6,99 (t, 1H, 7,7 Hz) | 6,93 (t, 1H, 7,4 Hz) - 7,06 (t, 1H, 7,7 Hz)
15 7,17 (t, 1H, 7,7 Hz) | 7,11 (t, 1H, 8,5 Hz) 126,8 7,25 (t, 1H, 7,9 Hz)
16 7,24 (d, 1H, 7,8 Hz) | 7,32 (d, 1H, 7,8 Hz) - 7,40 (d, 1H, 7,9 Hz)

) N&o foi possivel obter espetro de 3C.

A andlise efetuada por espetrometria de massa corroborou as caracterizacdes das
estruturas propostas para os compostos 7, 8 e 9. Os espetros de massa em modo positivo
apresentam um pico principal a m/z 265, 266 e 280, atribuidos as respetivas moléculas
protonadas [M+H]*. A dissociacdo das espécies protonadas deu origem aos ifes

fragmento a m/z 237, 238 e 252, respetivamente, em concordancia com a perda de CO.

A analise complementar por espetroscopia de IV confirmou a existéncia dos grupos
carbonilo da naftoquinona pela identificagdo da sua banda caracteristica na regido dos
1670 cm?, ainda da naftoquinona as ligacdes duplas da estrutura aromatica séo
identificadas pelas trés bandas na regido entre 1624 e 1573 cm™. A formacéo da nova

ligacdo C-N é confirmada pela banda média representativa da ligacdo C-N a 1292 cm™.
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3.1.2. Derivados 2-N-alquilamino-1,4-naftoquinona

Os derivados 2-N-alquilamino-1,4-naftoquinona (10 a 13) foram obtidos por SAMO
nas condi¢des selecionadas no processo de otimizagdo. Também neste caso se realizou
uma sintese através do método de aquecimento convencional ao refluxo, como forma de
validagdo do método SAMO, de acordo com o procedimento descrito no Capitulo 5 Parte
Experimental e esquematizado na Figura 3.8.

(0] O R,
ACN R4 10) C4HgNH, (63%)
+  Amina Alifatica _— 11) NH,C,H4NH, (66%);
do Grupo 1 S/’(;'\J'O 12) C,HsNH,CoHs (74%);
13) NH,CH,CN (56%).
0 C4HoNH, Refluxo 0 ) NH,CH,CN (56%)
NH,C,H4NH,
1,4NQ C2H5NH2C2H5
NH,CH,CN

Figura 3.8 - Esquema reacional das reacdes entre 1,4NQ e aminas alifaticas.

As reacdes foram monitorizadas por HPLC e as conversdes obtidas, nos produtos

de acoplamento desejados, sdo apresentadas na Tabela 3.4.

E de notar que as reagdes entre 1,4NQ e os agentes nucleofilos alifaticos ocorreram
na presencga de CaCOs, no entanto, verificou-se que as conversdes obtidas ficaram abaixo
do expectavel, ocorrendo a formacdo de outros produtos secundéarios que ndo foram
identificados. Uma vez que as aminas alifaticas apresentam nucleofilia superior as aminas
aromaticas, testou-se as reacgdes na auséncia de CaCOsz. Com os resultados obtidos,
verificou-se que, na generalidade, as conversdes foram melhoradas, a exce¢éo do agente
nucledfilo AACN (composto 13).
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Tabela 3.4 - Conversdes obtidas na SAMO e método de aquecimento convencional para os
derivados 2-N-alquilamino-1,4-naftoquinona.

Converséo (%)W
Composto Amina Com CaCOs; Sem catalisador
alifatica - |
SAMO @ SAMO @ quecur.nento
Convencional @
10 BA 54 63 -
62 (2h)
11 EDA 5 66 82 (4h)
80 (24h)
12 DEA 15 74 ;
13 AACN 61 56 ]

(@ Conversbes calculadas por HPLC

@ Vacetonitrilo= 1 mML; Vagua = 1 mL; P =200 W; T = 150 °C; t = 5 min; 1 eq de CaCOs
@ Vacetonitilo=2 mL; P =200 W; T =150 °C; t =5 min

) Vacetonitrilo = 50 mL; Refluxo; T=70°C;t=24h

Verifica-se que, ao final de 5 minutos, as conversfes de reagente, nos respetivos
produtos de acoplamento desejados, nas reacdes realizadas por SAMO, sdo superiores
a 55%, validando a aplicacéo deste método a sintese dos compostos desejados. Também
neste grupo de reacdes o método de aquecimento convencional conduz a formacgéo dos

compostos desejados com conversdes semelhantes ao fim de 2h de reacéo.

3.1.2.1. Caracterizagéo estrutural dos derivados 2-N-alquilamino-
1,4-naftoquinona (10 a 13)

A caracterizagdo estrutural foi feita pela andlise conjunta dos espetros das
experiéncias 1D (*H e *C) e 2D (HSQC e HMBC) de RMN. De acordo com o esperado,

observou-se a existéncia de um padrdo comum nos compostos 10, 11, 12 e 13.

A andlise dos espetros de 'H-RMN (MeOD-d.) obtidos para os derivados 2-N-
alquilamino-1,4-naftoquinona (10-13) permitiu identificar um perfil semelhante para os
compostos isolados, constituido pela presenca de dois dupletos, dois tripletos e um
singuleto, sinais referentes aos protdes na regidao 6 = 5,63 a 8,19 ppm, consistentes com

o carater aromatico do nucleo central da 1,4NQ e a presenca de sinais a frequéncias
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inferiores a & < 4,11 ppm referentes aos protdes das correspondentes aminas alifaticas

acopladas.

Na Figura 3.9 encontra-se o espetro de *H-RMN do composto 10, com ampliagdo
das regides © = 7,50 - 8,25 ppm e & = 0,75 — 2,0 ppm, como exemplificagdo do perfil
observado.

A frequéncias elevadas, nomeadamente & = 8,01 a 7,97 ppm, sao identificados os
dois dupletos atribuidos aos protdes aromaticos mais préximos as ligacbes de carbonilo
(Hs e Hs, respetivamente) e no intervalo de 6 = 7,58 a 7,71 ppm sdao identificados os dois
tripletos correspondentes aos protdes aromaticos Hz e He. Ainda na regido dos aromaticos
¢é identificado um singuleto a & = 5,68 ppm, referente ao protao Hs, indicando que existiu
formacdo de uma ligagdo na posicdo 2 da naftoquinona. Os protbes referentes ao
substituinte alifatico encontram-se a frequéncias mais baixas, com 0s sinais esperados
para cada composto. Para o composto 10, identifica-se um tripleto correspondente aos
protbes Hii, dois multipletos dos protdbes de Hi» e Hiz e um segundo tripleto,
correspondente aos protdes His. Para o composto 11, identificam-se dois tripletos
referentes aos protbes Hii e Hi,. E para o composto 12, identifica-se um multipleto
referente aos protdes simétricos Hi1 e Hy1 € um tripleto atribuido aos protées Hiz e Hiz.

....... T

—r T T T T
17 16 15 14 13 12 11 10 05 03
fi {ppmy)

Hi1 Haa
it
Hss |Ho | || || Hi2 |'H13 .'
| Ie | |
e o e AL
o o b ! T
y 48 g H 5 £ 3

r - A e
' . ' . ' - - - T . ' . ' . T - - - + . ' . ' - T - T . ' . '

9.5 50 85 80 75 70 65 1] 45 40 35 30 2.5 20 15 10

Figura 3.9 - Espetro 'H-RMN (300 MHz) do composto 10 em MeOD-ds.
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Nos espetros de *C-RMN foi possivel identificar 3 regides onde se distribuem os
sinais de carbono esperados, conforme se apresenta no exemplo da Figura 3.10 para o

composto 10.

A frequéncias mais altas, entre & = 190,0 e 180,0 ppm, encontram-se 0s 2 sinais
dos carbonos dos grupos carbonilo, atribuidos com base no sinal de acoplamento
encontrado com o protdo Hiz no espetro obtido pela experiéncia bidimensional de HMBC
(Figura 3.11). Também a frequéncia mais alta, nomeadamente a d = 150,8 ppm, encontra-
se o carbono quaternarios C, atribuido com base no sinal de acoplamento com o protao
Hi1 no espetro da experiéncia bidimensional de HMBC. Na regido entre d = 91,9 e 139,8
ppm, encontram-se 0s 7 sinais referentes aos carbonos aromaticos, atribuidos através
das correlacdes obtidas decleJCH com as frequéncias dos respetivos protdes no espetro da
experiéncia bidimensional de HSQC (ndo apresentado). Nas frequéncias mais baixas,
encontram-se 0s sinais respetivos ao substituinte alifatico, a atribuicdo foi realizada pelas
correlagdes nos espetros das experiéncias bidimensionais de HSQC (n&o apresentado) e
HMBC.

Ci13 Cua

—3. 27

- W

——— —m

vy L g e

a 180 170 150 150 140 130 120 110 100 a0 aa il &0 50 A0 30 20 1
1 {pom)

Figura 3.10 - Espetro 3C-RMN (300 MHz) do composto 10 em MeOD-ds.

A andlise do espetro da experiéncia bidimensional de HMBC (Figura 3.11) permitiu

atribuir os sinais com base nas correlagées *Jch € 2Jcn encontradas.

O singuleto a & = 5,68 ppm, correspondente a Hs, permitiu definir que o sinal a 6 =
182,6 ppm correspondia ao Ci, pela correlacéo 3Jcn encontrada. Definido Ci, C4 foi
atribuido ao sinal a d = 184,7 ppm. Também a partir de C1, que encontra correlagdo 3Jcn
com o dupleto a 6 = 8,01 ppm, definiu-se o sinal correspondente a Hs e Hg. O sinal a ® =
132,1 ppm foi atribuido a C1o pela observacgéo das correlacdes 2Jcy com Hs e Hs. Os sinais
a 0 = 133,3 e 135,8 ppm, foram definidos como os carbonos C; e Cs, respetivamente,
através da correlacdo 3Jcy destes carbonos com os protdes Hs e Hg definidos
anteriormente. Pela correlagdo 2Jcn com o protdo Hy, foi possivel definir o sinala d = 135,0
como sendo Cy. O sinal a & = 0,98 ppm, correspondente a His, permitiu através das

correlagées 3Jch e 2Jcn definir os sinais a & = 31,1 e 21,3 ppm como sendo Ci, e Cys,
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respetivamente. Finalmente, o carbono C;a & = 150,8 ppm foi definido pela sua correlacdo
3JCH com Haz.

B B ® 3 B 8 &8 B B

i

=]
F1 {parm)

F1ia

130

140

F160

F170
180

130

,-200

Figura 3.11 - Espetro bidimensional HMBC (300 MHz) do composto 10 em MeOD-da.

Todos os espetros obtidos para cada um dos compostos sintetizados foram
analisados de forma semelhante e os dados espetroscopicos apresentam-se na Tabela
3.5.
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Tabela 3.5 - Dados de 'H e 13C-RMN (MeOD-d4) para derivados 2-N-alquilamino-1,4-
naftoquinona (10 a 13).

Composto 10 Composto 110
Posicéao

H (&, m, J) 1BC (6) H (&, m, J)
1 - 182,6 -
2 - 150,8 -
3 5,68 (s, 1H) 99,9 5,63 (s, 1H)
4 - 184,7 -
5 8,01 (t, 2H, 6,9 Hz) 126,8 8,00 (dd, 1H, 3,2 Hz)
6 7,66 (t, 1H, 7,5 Hz) 133,3 7,59 (t, 1H, 3,2 Hz)
7 7,75 (t, 1H, 7,5 Hz) 135,8 7,61 (t, 1H, 3,4 Hz)
8 8,01 (t, 2H, 6,9 Hz) 127,3 8,19 (dd, 1H, 3,2 Hz)
9 - 135,0 -
10 - 132,1 -
11 3,23 (t, 2H, 7,2 Hz) 43,2 4,11 (t, 2H, 6,6 Hz)
12 1,66 (d, 2H, 7,4 Hz) 31,1 3,37 (t, 2H, 7,2 Hz)
13 1,44 (d, 2H, 7,4 Hz) 21,3 -
14 0,98 (t, 3H, 7,3 Hz) 14,1 -

Composto 12 Composto 130
Posicao

H (8, m, J) 13C (8) H (8, m, J)
1 - 184,4 -
2 - 153,3 -
3 5,86 (s, 1H) 105,0 5,62 (s, 1H)
4 - 184,7 -
5 7,98 (dd, 2H, 7,9 Hz) 125,9 8,01 (d, 1H, 7,4 Hz)
6 7,68 (t, 1H, 7,4 Hz) 133,3 7,68 (t, 1H, 7,6 Hz)
7 7,76 (t, 1H, 7,4 Hz) 135,0 7,77 (t, 1H, 7,2 Hz)
8 7,98 (dd, 2H, 7,9 Hz) 125,9 8,07 (d, 1H, 7,7 Hz)
9 - 134,3 -
10 - 134,1 -
11 3,62 (M, 2H) 48,0 3,77 (s, 2H)
12 1,32 (t, 2H, 7,0 Hz) 12,9 -

) Nao foi possivel obter espetro de 13C.

A andlise efetuada por espetrometria de massa corroborou as caracterizacdes das
estruturas propostas para os compostos 10 e 12. Os espetros de massa em modo positivo
apresentam um pico principal a m/z 230, para ambos os compostos, atribuido as

respetivas moléculas protonadas [M+H]*.
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A analise complementar por espetroscopia de IV confirmou a presenca dos grupos
carbonilo na naftoquinona pela identificacdo das bandas na regido de 1688 e 1665 cm™,
ainda da naftoquinona as liga¢des duplas da estrutura aromatica séo identificadas por trés
bandas na regido entre 1608 e 1544 cm™. A formacdo da nova ligacdo C-N estabelecida
€ confirmada por uma banda média representativa da ligacao C-N na regido entre 1274 e
1255 cm™.

3.2.Sintese dos derivados da 5-hidroxi-1,4-naftoquinona

De acordo com os resultados obtidos para os derivados da 1,4NQ, em que as
condi¢bes mais favoraveis a formagéo dos produtos desejados foram verificadas com a
utilizacdo do método de SAMO, para derivados da 50H1,4NQ as reacdes foram
realizadas apenas por este método. Pretendia-se obter um total de 8 compostos derivados
da 50H1,4NQ, dos quais 5 foram devidamente purificados e as suas estruturas
elucidadas.

De realcar que as sinteses destes derivados ocorreram na auséncia de catalisador,
conforme determinado na otimizacdo das condi¢des de reacdo. Na Figura 3.12 encontra-

se esquematizadas as condi¢Oes gerais para a sintese dos derivados da 50H1,4NQ.

0 o)
Nucledfilo: CH;CN Nu

(I oo - Q0
Grupo 2 150 °C, 5 min, 200 W

OH O OH O

50H1,4NQ

Figura 3.12 - Esquema geral das condi¢6es de reacdo dos derivados da 5-hidroxi-1,4-
naftoquinona.

3.2.1. Derivados 2-N-arilamino-5-hidroxi-1,4-naftoquinona

As reacdes promovidas com aminas aroméaticas foram estudadas através da SAMO,
de acordo com o procedimento descrito no Capitulo 5 Parte Experimental. As rotas de

sintese encontram-se esquematizadas na Figura 3.13.
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NH,

0
+ 14) NH2 (31%);
“samo 15) OH (12%);
OH O

16) OCH; (17%).
OH O R4

50H1,4NQ R4 =NHy; OH; OCH3; CN

Figura 3.13 - Esquema reacional das reacdes entre 50H1,4-NQ e aminas arométicas para-
substituidas.

As reacoes foram monitorizadas por HPLC e as conversdes obtidas, nos respetivos
produtos de acoplamento desejados resumem-se na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Conversdes obtidas na SAMO para os derivados 2-N-arilamino-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona.

Conversdes (%)Y
Composto | Amina aromética

SAMO @
14 1,4-PDA 31
15 4-AP 12
16 4-AT 17

17 4-ABN -

(@ Conversbes calculadas por HPLC
@ Vacetoniio=2 mL; P =200 W; T =150°C; t =5 min

Os resultados obtidos para os derivados da 50H1,4NQ (31-12%) foram
significativamente inferiores aos obtidos para os derivados da 1,4NQ semelhantes (80-
7%) (Tabela 3.1). Admite-se que este facto esteja relacionado com a auséncia de
catalisador no meio reacional, que tal como verificado, potencia a nucleofilicidade e

consequentemente promove a adigdo nucledfila entre o reagente e as aminas aromaticas.

3.2.1.1. Caracterizagcdo estrutural dos derivados 2-N-arilamino-5-
hidroxi-1,4-naftoquinona (14 a 16)

A caracterizacdo estrutural dos derivados 2-N-arilamino-5-hidroxi-1,4-naftoquinona
(14-16) foi realizada pela andlise dos espetros de H-RMN (MeOD-ds), tendo-se
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observado a existéncia de um perfil semelhante para todos os derivados isolados, este
perfil é constituido pela presenca de dois dupletos, um tripleto e um singuleto, sinais
referentes aos protdes na regido & = 5,94 a 7,67 ppm, consistentes com o carater
aromatico do nucleo central da 50H1,4NQ e a presenca de dois dupletos na regido & =
6,73 a 7,17 ppm referentes ao carater aromatico da amina para-substituida acoplada a
50H1,4NQ.

Na Figura 3.14 encontra-se o espetro de H-RMN do composto 15 como
exemplificacdo do perfil observado. A frequéncias elevadas, nomeadamente & = 7,63 e
7,49 ppm, € identificado um tripleto e um dupleto atribuidos as ressonancias dos protées
arométicos mais desblidados pelo efeito de proximidade dos grupos carbonilo e hidroxilo
(H7 e Hs, respetivamente). Nas frequéncias & = 7,17 e 6,87 ppm encontram-se dois
dupletos referentes aos protdes pertencentes ao anel aromatico da amina acoplada, cada
sinal de dupleto é atribuido a 2 protdes devido a simetria presente no substituinte, assim
estes sinais séo atribuidos a Hiz16 € His1s, respetivamente. A & = 7,17 ppm, verifica-se
gue o dupleto existente é relativo a 3 protdes, 0 que indica que existe um sinal de
sobreposi¢cao que se refere ao protdo He que também serd um dupleto. Ainda na regido
dos arométicos, € identificado um singuleto a & = 5,63 ppm, referente ao protdo Hs, que

se encontra entre o grupo carbonilo e o substituinte acoplado.

(0]
He 12,16 g H 12
; 9 2 _N_11
14
3
6 16
a7 10 s NHz
OH O
59 H16 s
v} 25 :
. c - I
I 1
H, H, f' l |
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Figura 3.14 - Espetro 'H-RMN (300 MHz) do composto 15 em MeOD-d..

Os espetros obtidos para cada um dos compostos isolados foram analisados de

forma semelhante e os dados espetroscépicos apresentam-se na Tabela 3.7.
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Tabela 3.7 - Dados de 'H e 13C-RMN (MeOD-d,) para os derivados 2-N-arilamino-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona (14 a 16).

Composto 140 Composto 15 Composto 160
Posicao
1H (5, m, J) 1H (5, m, J) 13C (5) 1H (5, m, J)
1 - - 185,0 -
2 - - - -
3 5,97 (s, 1H) 5,94 (s, 1H) 101,8 5,99 (s, 1H)
4 - - - -
5 - - - -
6 7,19 (d, 1H, 8,5 Hz) | 7,17 (d, 3H, 8,6 Hz) - 7,28 (d, 1H, 8,6 Hz)
7 7,68 (t, 1H, 8,1 Hz) | 7,63 (t, 1H, 7,8 Hz)  138,4 7,67 (m, 1H)
8 7,54 (d, 1H,7,6 Hz) | 7,49 (d, 1H, 7,4 Hz)  118,7 | 7,55(d, 1H, 6,8 Hz)
9 - - - -
10 - - - -
11 - - 130,2 -
12,16 7,08 (d, 2H, 8,3 Hz) | 7,17 (d, 3H, 8,6 Hz)  126,9 | 7,03 (d, 2H, 9,1 Hz)
13,15 6,73 (d, 2H, 8,5Hz) | 6,88 (d, 2H, 8,7 Hz)  117,2 | 6,78 (d, 2H, 7,8 Hz)
14 - - 157,4 -
OCH3 - - - 3,83 (s, 3H)

) N&o foi possivel obter espetro de 13C.

A andlise efetuada por espetrometria de massa corroborou as caracterizacdes das
estruturas propostas para os compostos 14, 15 e 16. Os espetros de massa em modo
positivo apresentam um pico base a m/z 281, 282 e 296, respetivamente, atribuidos as
respetivas moléculas protonadas [M+H]*. A dissociacdo das espécies protonadas deu
origem aos ides fragmento m/z 253, 254 e 268, respetivamente, resultantes da perda de
Co.

A andlise complementar por espetroscopia de IV confirmou a existéncia do grupo
hidroxilo do nlcleo da naftoquinona pela existéncia de uma banda larga a 3500 cm™,
relativamente ao nudcleo da naftoquinona a presenca dos grupos carbonilos foram
identificados pelas bandas entre 1735 e 1625 cm?, e as ligagbes duplas da estrutura
aromatica foram identificadas pela existéncia de trés bandas na regido entre 1635 e 1542
cm™. A formagédo da nova ligagdo C-N estabelecida é confirmada por uma banda média

representativa da ligacdo C-N na regido de 1097 cm™.
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3.2.2. Derivados 2-N-alquilamino-5-hidroxi-1,4-naftoquinona

Também no caso da utilizacdo de aminas alifaticas como agentes nucleodfilos as
reacdes com a 50H1,4NQ foram promovidas através da SAMO, de acordo com o
procedimento descrito no Capitulo 5 Parte Experimental e cujo esquema reacional se

encontra na Figura 3.15.

) 0
ACN R1 Rq
+  Amina Alifatica —_— 18) C4HoNH, (72%);
SAMO 19) NH,C,HsNH, (71%).
OH O R1 = C4HgNHy;
NH202H4NH2; OH o
CzH5NH202H5;
50H1,4NQ NH,CH,CN

Figura 3.15 - Esquema reacional das rea¢des entre 50H1,4NQ e aminas alifaticas.

As reacgfes foram monitorizadas por HPLC e as conversdes obtidas nos respetivos

produtos de acoplamento desejados séo apresentados na Tabela 3.8.

Tabela 3.8 - Conversdes obtidas ha SAMO para os derivados 2-N-alquilamino-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona.

Conversdes (%)V
Entrada Amina alifatica
SAMO @
18 BA 72
19 EDA 71
20 DEA -
21 AACN -

(@) Conversdes calculadas por HPLC
@ Vacetonitilo= 2 mL; P =200 W; T = 150 °C; t = 5 min

Os resultados obtidos para os derivados 18 e 19 (aproximadamente de 70%)
encontram-se préoximos aos obtidos para os derivados da 1,4NQ semelhantes (63-66%)
(Tabela 3.4).

56



Sintese e Caracterizacdo

3.2.2.1. Caracterizagdo estrutural dos derivados 2-N-alquilamino-
5-hidroxi-1,4-naftoquinona (18 e 19)

A caracterizacdo estrutural dos derivados 2-N-alquilamino-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona (18 e 19) foi feita pela andlise dos espetros de *H-RMN (MeOD-d.), e de
acordo com o esperado, observou-se a existéncia de um perfil padrdo comum a ambos
0S compostos, constituido pela presenca de dois dupletos, um tripletos e um singuleto,
sinais referentes aos protdes na regiao © = 5,50 a 7,62 ppm, consistentes com o carater
aromatico do nucleo central da 50H1,4NQ e a presenca de sinais a frequéncias inferiores
a 0 < 4,10 ppm referentes aos protdes das correspondentes aminas alifaticas acopladas.

A titulo de exemplo na Figura 3.16 apresenta-se o espetro de *H-RMN obtido para
0 composto 18, com ampliacdo das regiées 6 = 7,10 — 7,70 ppm, & = 3,00 — 3,50 ppm e &
=1,8-1,2 ppm.

Na Figura 3.16 observa-se que, a frequéncias elevadas, nomeadamente d = 7,58 e
7,52 ppm, séo identificados um dupleto e um tripleto atribuidos as ressonancias dos
protdes aromaticos mais desblidados pelo efeito de proximidade dos grupos carbonilo e
hidroxilo (Hs e Hg, respetivamente). Na frequéncia de & = 7,22 ppm, encontra-se um
dupleto referente ao protéo Hs presente no anel aroméatico. Ainda na regido é identificado
um singuleto a & = 5,63 ppm, referente ao protdo Hs, que se encontra entre o grupo
carbonilo e o substituinte acoplado. Os protbes referentes ao substituinte alifatico
encontram-se a frequéncias mais baixas, especificamente na regiao & = 3,50 e 0,95 ppm,
com os sinais esperados para cada composto, como ja referidos e esclarecidos para os

derivados 1,4NQ semelhantes.
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Figura 3.16 - Espetro 'H-RMN (300 MHz) do composto 18 em MeOD-d..

Os dados espetroscopicos obtidos de H-RMN para os derivados 18 e 19,
encontram-se representados na Tabela 3.9.
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Tabela 3.9 - Dados de 'H (MeOD-d,) para os derivados 2-N-alquilamino-5-hidroxi-1,4-
naftoquinona (18 e 19).

Composto 189 Composto 19¢
Posicao
H (6, m, J) H (6, m, J)
1 - -
2 - -
3 5,63 (s, 1H) 5,50 (s, 1H)
4 - i
5 - -
6 7,58 (d, 1H, 7,3 Hz) | 7,62 (d, 1H, 7,8 Hz)
7 7,52 (t, 1H, 7,5 Hz) | 7,41 (t, 1H, 7,9 Hz)
8 7,22 (d, 1H, 8,3 Hz) | 6,98 (d, 1H, 8,2 Hz)
9 - -
10 - -
11 3,26 (t, 2H, 7,2 Hz) | 4,08 (t, 2H, 6,7 Hz)
12 1,65 (m, 2H) 0,90 (t, 2H, 6,8 Hz)
13 1,44 (m, 2H) -
14 0,99 (t, 3H, 7,3 Hz) -

) Né&o foi possivel obter espetro de 3C.

A andlise efetuada por espetrometria de massa corroborou a caracterizacdo da
estrutura proposta para o composto 18. O espetro de massa em modo positivo apresentou

um pico base a m/z 246, atribuido a respetiva molécula protonada [M+H]*.

A analise complementar por espetroscopia de IV confirmou a existéncia do grupo
hidroxilo do ndcleo da naftoquinona pela existéncia de uma banda larga a 3450 cm,
relativo ao ndcleo da naftoquinona a presenca dos grupos carbonilos foram identificados
pelas bandas na regido de 1735 e 1698 cm™, ainda da naftoquinona as ligagGes duplas
da estrutura aromatica séo identificadas por trés bandas na regido entre 1640 e 1595 cm-
1. A formacgdo da nova ligacdo C-N estabelecida é confirmada por uma banda média

representativa da ligacdo C-N na regido entre 1165 e 1095 cm™.

3.3.Avaliacao das propriedades

3.3.1. Estudos eletroquimicos

O estudo eletroquimico dos reagentes (1,4NQ e 50H1,4NQ) e dos derivados da
1,ANQ (1, 2, 3,5,10,11 e 12) e da50H1,4NQ (14, 15, 16, 18 e 19) isolados neste trabalho

59



Sintese e Caracterizacdo

foi feito por voltametria ciclica, em meio aprotico acetonitrilo/hexafluorofosfato de
tetrabutilaménio (ACN/NBusPFg), de acordo com o descrito no ponto 5.1.4 da Parte
Experimental. O uso de solvente organico aprotico justifica-se quer pela necessidade de
mimetizar o ambiente hidrofébico das membranas bioldgicas, quer pela necessidade de
formar semiquinonas a partir da transferéncia de um eletrdo possivel, principalmente, na
auséncia de uma fonte de protdes.® Portanto, a determinacdo dos parametros
eletroquimicos das naftoquinonas sintetizadas permite prever o desempenho biol4gico
destes compostos em processos metabdlicos e definir uma correlacdo com a atividade
biolégica, apesar de o ambiente celular ser complexo e, por vezes, estas correlacdes ndo
serem lineares. Ainda assim, o conhecimento do comportamento redox permite mimetizar
0s mecanismos de transferéncia de eletrdes em ambiente bioldgico e melhor prever a
ocorréncia de reagfes redox que envolvam estes compostos bioativos, sendo o potencial
de reducéo referente a primeira onda (E'sc) 0 principal parametro a ter em conta para a
referida correlacdo.®? De acordo com o mencionado, as quinonas podem agir como
antioxidantes e proteger as células contra espécies reativas de oxigénio (EROs), ou como
agentes citotéxicos, gerando EROs, estas sao substancias associadas a um estado redox
intracelular em desequilibrio, relevantes em processos que envolvem doengas como 0
cancro e algumas doencas degenerativas. Assim, 0s produtos resultantes da reducgéo das
quinonas podem interagir com o oxigénio segundo o mecanismo eletroquimico-catalitico,
0 que sugere a participacdo de EROs no mecanismo de acdo molecular desses
compostos em células cancerigenas. Esta acao citotoxica esta associada aos valores de
potencial de reducao que facilita a transferéncia de eletrdes para o oxigénio, colaborando

desta forma para o desequilibrio redox no ambiente celular.

Os voltamogramas ciclicos dos reagentes 1,4NQ e 50H1,4NQ sao apresentados
na Figura 3.17.

A) Elpc B)
Ele Elne
E”pc
—v
E”pa "
Elos . E'es
pa
2 1,5 1 o5 O -05 -1 -15 -2 1,5 1 0,5 0 -0,5 -1 -1,5 -2
E (V) vs Ag/AgCl E (V) vs Ag/AgCl

Figura 3.17 - Voltamogramas ciclicos: A) 1,4NQ e B) 50H1,4NQ, 1x10- mol.L-%, ACN/ NBu4PFs,
v =200 mV.
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Ambos os reagentes (1,4ANQ e 50H1,4NQ) apresentam o0 comportamento
eletroquimico esperado para a estrutura quinona em meio aprotico, descrito pela
presenca de duas ondas de reducdo monoeletrénicas sequenciais (E'nc € E'c), atribuindo-
se a primeira a formacado do anido radical seminaftoquinona (NQ™) e a segunda a
formacdo do dianido naftoquinénico (NQ?), como esquematizado na Figura 3.18. Em
ambos o0s casos, a primeira etapa de reducdo corresponde a um processo reversivel
enquanto a segunda etapa corresponde a um processo irreversivel. A maior
reversibilidade do primeiro processo esta relacionada com a tendéncia de o eletrélito de
suporte formar pares de i6es com o produto dianido naftoquinénico, afetando assim os

resultados do segundo processo.*?

0 (0] (0]
SOEOOR IO

0 0O O

NQ NQ NQ?*

Figura 3.18 - Propriedades redox da naftoquinona.

Nas condi¢cdes de ensaio, o valor obtido para o primeiro potencial de reducéo (E'x)
da 1,4NQ (-0,70 V) é inferior ao obtido para a 50H1,4NQ (-0,52 V), indicando que este
ultimo apresenta maior poder oxidante.

Na Figura 3.19 encontra-se o voltamograma do composto 10, como exemplificagéo
do comportamento eletroquimico apresentado pelos derivados, onde séo visiveis os
processos redox a potenciais positivos e negativos. E na Tabela 3.10 apresentam-se 0s
dados eletroquimicos obtidos para a 1,4NQ e seus derivados 1, 2, 3, 5, 10, 11 e 12,

isolados neste trabalho.
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Figura 3.19 - Voltamograma ciclico do composto 10, 1x10-3 molLt, ACN/ NBusPFs, v = 200 mV.

Tabela 3.10 - Dados eletroquimicos para o reagente 1,4NQ e seus derivados (1, 2, 3,5, 10, 11 e
12) em acetonitrilo, para uma velocidade de varrimento de 200 mV/s.

Composto Epa (V) Epc (V) Ei Processo
-0,61 -0,70 -0,65 I
1,4NQ
-1,02 -1,36 - Il
0,77 0,44 - 1]
1 -0,86 -0,93 -0,90 I
-1,27 -1,44 -- I
1,03 - - 1
2
-0,77 -0,83 -0,80 I
1,21 -- -- 1
3 -0,80 -0,84 -0,82 I
-1,22 -1,33 -1,28 Il
5 -0,65 -0,74 -0,70 I
1,58 - - \Y,
0,73 -- -- "
10
-0,92 -0,98 -0,95 I
-1,38 -1,49 -1,44 I
11 -0,70 -1,11 - I
1,39 -- - "
12
-0,89 -0,97 -0,93 |
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A andlise dos resultados obtidos mostra que a introducdo de aminas aromaticas e
alifaticas na posicao 2 da 1,4NQ diminui o valor encontrado para o potencial de reducao
(E'sc) de todos os derivados (-0,74 a -1,11 V), relativamente ao reagente que lhe deu
origem (-0,70 V). A presenca de substituintes alifaticos aumenta o poder redutor dos
derivados, pois sdo estes que possuem menores valores de E',.. Relativamente aos
derivados 1,4NQ substituidos com aminas aromaticas para-substituidas, é possivel
verificar que o derivado 5, com um grupo substituinte aceitador de eletrées foi 0 composto
com valor mais elevado de E',c (-0,74 V) de entre os compostos isolados e com um valor
mais proximo do reagente que lhe deu origem. Assim, a presenca de substituintes
aceitadores de eletrdes ndo promove um aumento significativo do poder redutor, guando

comparando com substituintes doadores de eletrdes.

Os processos redox irreversiveis a potenciais positivos sao centrados na estrutura
do substituinte introduzido na posicdo 2 e a analise dos resultados obtidos mostrou que
essa introducdo no esqueleto da 1,4NQ aumenta os valores de Epa comparativamente ao
agente nucledfilo inicial, deste modo conclui-se que o acoplamento de substituintes a

1,4NQ dificultou o processo de oxidagao.

O mesmo estudo foi realizado para os derivados da 5OH1,4NQ (14, 15, 16, 18 e 19)
e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 - Dados eletroquimicos para o reagente 50H1,4NQ e seus derivados (14, 15, 16, 18
e 19) em acetonitrilo, para uma velocidade de varrimento de 200 mV/s.

Composto Epa (V) Epc (V) Ei Processo
-0,43 -0,52 -0,48 I
50H1,4NQ
-0,84 -1,09 -- Il
14 -0,65 -0,72 -0,68 I
15 -0,49 -1,02 -- I
16 -0,59 -0,63 -0,61 I
1,07 -- -- v
18 0,79 -- -- 1l
-0,70 -0,77 -0,73 I
19 -0,49 -1,10 -- I

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 3.11 revela um comportamento

eletroquimico semelhante ao descrito para os derivados da 1,4NQ. A introducdo de
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substituintes na posicdo 2 do esqueleto da 50H1,4NQ diminui o valor de E',c dos
derivados isolados (-0,63 a -1,10 V), relativamente ao valor de E',c do reagente que lhe
deu origem (-0,52 V), 0 que consequentemente aumenta o seu poder redutor.

Nos processos redox irreversiveis a potenciais positivos, apenas o composto 18
apresenta processos de oxidacao situados a 0,79 V e 1,07 V, respetivamente, enquanto
os restantes derivados ndo apresentam processos de oxidagdo na janela de potenciais
estudada. Permitindo concluir que provavelmente os processos de oxidacdo séo
dificultados pela presenca da estrutura da 50H1,4NQ.

3.3.2. Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AA%) foi avaliada através do método de radical livre do
DPPH, de acordo com o procedimento descrito no ponto 5.1.5 da Parte Experimental,
utilizando o acido ascérbico como controlo positivo. O 4cido ascoérbico é uma substancia
de referéncia muito utilizado nas analises de atividade antioxidante pela capacidade de
reduzir rapidamente o DPPH. Foram avaliados os dois reagentes: 1,4NQ e 50H1,4NQ e
os derivados da 1,4NQ (1, 2, 3, 5, 10, 11 e 12) e da 50H1,4NQ (15, 16, 18 e 19) isolados

neste trabalho.

O método de radical livre do DPPH é amplamente utilizado para avaliar o efeito de
eliminacdo de radicais livres e baseia-se numa reagéo de reducéo da solucdo de DPPH
na presenca de um antioxidante resultando na formacédo de DPPH-H.®® A reducéo do
DPPH e consequentemente o efeito de eliminacdo por parte dos compostos sao
observados pela mudanca da cor inicial da reacdo de roxo para amarelo, como €
demonstrado na Figura 3.20, em tons variaveis dependendo do potencial de eliminagéo

de cada composto.

Violeta A =515 nm Amarelo

Figura 3.20 - Mecanismo de reacao do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil.
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A andlise efetuada focou-se na determinacao da AA% ao final de 1h de reagéo, uma
vez que ndo se determinaram os valores de ICso para cada composto, considera-se que
os resultados apresentados séo preliminares e como tal ndo se correlacionaram com o0s
dados eletroquimicos, realizando-se uma compara¢do com o valor determinado para o

acido ascorbico (controlo positivo).

A andlise dos resultados obtidos para os reagentes 1,4NQ e 50H1,4NQ (Figura
3.21) mostra que, relativamente ao acido ascorbico utilizado como padréo (AA% = 98%)
e nas condicbes de ensaio, ambos o0s reagentes apresentam valores de AA%
significativamente inferiores de 54% e 19% para a 5O0H1,4NQ e a 1,4NQ, respetivamente,
com o reagente que contem o grupo hidroxilo na sua estrutura a apresentar o valor mais
elevado. Este resultado encontra-se de acordo com o esperado, pois a presenca de
grupos hidroxilo aumenta a capacidade de eliminacdo de radicais livres.®*

100
90
80
70
60
50
40
30
20 I
10

0

AA %

Acido Ascérbico 1,4-NQ 5-0OH-1,4-NQ
Reagdo apods 1 hora
Figura 3.21 - Atividade antioxidante do Acido Ascérbico e dos reagentes 1,4NQ, 50H1,4NQ.

Os valores de AA% dos derivados 2-N-1,4-naftoquinona estudados (1, 2, 3, 5, 10,

11 e 12) encontram-se apresentados na Figura 3.22.
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Reagdo apos 1 hora 1,4NQ Acido Ascérbico

Figura 3.22 - Atividade antioxidante de derivados 2-N-1,4-naftoquinona (1, 2, 3, 5, 10, 11 e 12).

A analise dos dados apresentados na Figura 3.22 permite verificar que com a
introdugdo de aminas aromaticas para-substituidas com os grupos NH;, OH e OCHs;
(compostos 1, 2 e 3, respetivamente) a atividade antioxidante, foi significativamente
melhorada, com valores de 86, 99 e 55%, respetivamente, relativamente ao reagente
(19%), e que a introducdo de aminas aromaticas para-substituidas com grupos
aceitadores de eletrdes (composto 5) diminuiu a atividade para um valor de 12%. Este
facto pode estar relacionado com o grupo doador aumentar a densidade eletronica do
anel aromatico, diminuir a energia de dissociacdo e consequentemente aumentar a
capacidade de eliminacédo de radicais livres.** Verificou-se, novamente, que a presenca
do grupo OH na estrutura da amina aromatica potenciou a atividade oxidante deste

derivado.

Relativamente a introdugdo de aminas alifaticas verifica-se um aumento da
atividade oxidante para os trés derivados (compostos 10, 11 e 12) com valores de 33, 99
e 40%, respetivamente, relativamente ao reagente 1,4NQ (19%). Destaca-se o resultado
obtido para o composto 11 onde a atividade oxidante atingiu valores semelhantes aos

obtidos para o acido ascorbico.

Os valores de atividade antioxidante dos derivados de 50H1,4NQ (15, 16, 18 e 19),

encontram-se representados na Figura 3.23.
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Figura 3.23 - Atividades antioxidantes de derivados 2-N- 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (15, 16, 18 e
19).

A andlise dos resultados, permitiu concluir que a introducdo de aminas aromaticas
para-substituidas com o grupo OH (composto 15) aumentou a atividade antioxidante,
tendo o composto um valor de 87%. Estes resultados sdo concordantes com o observado
para o derivado 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona substituido com o mesmo agente
nucleofilo (composto 2). Contudo, a adicdo de aminas aromaticas para-substituidas com
o0 grupo OCH3; (composto 16) originou uma atividade de 33%, inferior a atividade do
reagente inicial, o que é desconcordante com o derivado 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona

substituido com o0 mesmo agente nucledfilo (composto 3).

Os resultados para os derivados substituidos com aminas alifaticas (compostos 18
e 19) indicam que a adigcdo destes substituintes ao reagente inicial, diminui a sua atividade
antioxidante, tendo-se obtido valores de 17 e 50%, respetivamente. Apesar dos resultados
serem inferiores ao do reagente que lhes deu origem, ao contrario do verificado para os
derivados semelhantes da 1,4NQ, verifica-se a tendéncia de o derivado com a EDA

apresentar um valor superior ao derivado substituidos com a BA.
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3.3.3. Avaliacéo in silico

Neste trabalho as potenciais propriedades farmacoldgicas dos compostos 1-13,
derivados da 1,4NQ e dos compostos 14-21, derivados da 50H1,4NQ, foram avaliadas
no que se refere a biodisponibilidade oral tedrica, bioatividade contra alvos moleculares
comuns e analise da toxicidade tedrica, recorrendo aos softwares Molinspiration® e
admetSAR®, que sdo reconhecidos como uma ferramenta valida como primeira
abordagem para a previsdo e definicho do espetro das atividades biologica e

farmacoldgica de substancias candidatas a farmacos.

3.3.3.1. Biodisponibilidade oral teérica

Para a analise da biodisponibilidade oral teérica dos compostos sintetizados foi
utilizada a “Regra dos cinco” proposta por Lipinski e Lombardo®, num trabalho de analise
estatistica de propriedades de farmacos conhecidos, onde consideraram gue um farmaco
ativo para ser administrado via oral ndo deve violar mais do que uma das seguintes
condigdes: i) coeficiente de particdo octanol-agua (logP) < 5, ii) massa molecular (MM) <
500, iii) aceitadores de ligacdo de hidrogénio (nNOH) < a 10, i.e., a soma de oxigénios e
azotos aceitadores e iv) doadores de ligacdo de hidrogénio (hOHNH) < 5, i.e., a soma
dos grupos hidroxilo e amina. Como resultado global, a molécula em estudo pode
apresentar uma violagdo, a um dos referidos parametros, desde que néo viole o critério
iv). E ainda de considerar que a area superficie polar topologica (TPSA) devera ser inferior
a 140 A, para garantir uma boa permeabilidade da molécula na membrana plasmatica

celular.®®

Na Tabela 3.12 apresentam-se 0s resultados obtidos através do programa
Molinspiration®. Bem como a percentagem de absor¢do oral (ABS%) determinada

através da expressdo: %

ABS% = 100 X [exp(_100.506—0.0754><n0H—0.141><n0HNH+0.00184><MM)]
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Tabela 3.12 - Biodisponibilidade oral teérica através da regra do Lipinski para a 1,4NQ e seus
derivados (1-13) estimada através do programa Molinspiration®.

Parametros da Regra de Lipinski

Composto _ Nviolagses ABS
M (g.mol’) miLogP TPSA nNoxw NowH  Nrot (%)

1,4ANQ 158,16 1,67 34,14 2 0 0 0 98,83
1 164,28 2,66 72,19 4 3 2 0 70,55

2 265,27 3,11 66,40 4 2 2 0 92,53

3 279,3 3,64 55,40 4 1 3 0 97,78

4 283,71 4,26 46,17 3 1 2 0 99,00

5 274,28 3,34 69,96 4 1 2 0 97,60

6 248,26 2,71 46,17 3 1 2 0 98,10

7 264,28 3,02 72,19 4 3 2 0 84,55

8 265,27 3,32 58,20 4 2 2 0 92,53

9 279,3 3,60 66,40 4 1 3 0 97,78
10 229,28 2,89 46,17 3 1 4 0 97,42
11 216,24 0,26 72,19 4 3 3 0 78,21
12 229,28 2,45 37,38 3 0 3 0 99,37
13 198,18 1,23 69,96 4 1 1 0 93,29

M: massa molar; mi LogP: coeficiente de particdo octanol/agua; TPSA: &rea superficial polar
topolégica; non: nimero de grupos aceitadores de ligagdes de hidrogénio; noxnn: Nimero de grupos
doadores de ligagcbes de hidrogénio; nrt: nimero de ligacBes rotaveis; Nviolagses: hUmero de

violacdes & regra dos 5.

De acordo com os resultados apresentados, os derivados da 1,4NQ estudados,
apresentam propriedades hidrofébicas e tamanhos adequados para qgue consigam
permear a membrana biol6gica e aceder aos locais de acdo. As massas molares variam
entre 0s 198,18 — 283,10 g/mol e todos os compostos apresentam TPSA inferiores a 140
A. No que se refere aos restantes 3 parametros, nomeadamente Log P, grupos
aceitadores e doadores de ligacdo de hidrogénio e nimero de ligacdes rotaveis,

mostraram que também eles cumprem os critérios estabelecidos na “regra dos cinco”.

Os resultados mostraram que todos os compostos atenderam a regra de Lipinski, e
a ABS% calculada variou entre 70,55 e 99,37%, 0 que sugere que 0S compostos
estudados, teoricamente, ndo terdo problemas com a biodisponibilidade oral. De notar
ainda que com excecado dos compostos 1, 7 e 11, a ABS% se manteve acima de 90%

para os restantes derivados.
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Foi realizada uma aproximagéo semelhante para os derivados da 50H1,4NQ e os

resultados obtidos encontram-se resumidos na Tabela 3.13.

Tabela 3.13 - Biodisponibilidade oral tedrica através da regra de Lipinski para a 50H1,4NQ e
seus derivados (14-21) estimada através do programa Molinspiration®.

Parametros da Regra de Lipinski

: ABS

Composto M mi Nviolagées

TPSA nNow NoHnH  Nrot (%)
(g.molt) LogP

50H1,4NQ 174,16 1,40 5437 3 1 0 0 94,48
14 280,28 240 9242 5 4 2 0 70,38
15 281,27 284 8662 5 3 2 0 81,56
16 295,29 338 7563 5 2 3 0 91,64
17 290,28 308 90,19 5 2 2 0 91,20
18 245,28 262 6640 4 2 4 0 90,78
19 232,24  -0,01 9242 5 4 3 0 62,94
20 245,28 218 5761 4 1 3 0 96,31
21 228,21 097 90,19 5 2 2 0 84,56

MM: massa molar; mi LogP: coeficiente de particdo octanol/dgua; TPSA: area superficial
polar topolégica; non: nUmero de grupos aceitadores de ligacdes de hidrogénio; nownt: Nnimero de
grupos doadores de ligagBes de hidrogénio; nrot: nmero de ligagdes rotaveis; Nviolagses: NUmMero de

viola¢des a regra dos 5.

Relativamente aos derivados da 50H1,4NQ estudados, verifica-se que as
conclusdes sdo semelhantes. Os derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona e 2-N-
alquilamino-1,4-naftoquinona cumprem 0s requisitos impostos pela “regra dos cinco”,

revelando uma adequada biodisponibilidade destes compostos.

Os derivados sintetizados, apresentam propriedades hidrofébicas e tamanhos
adequados para que estes consigam permear a membrana biolégica e aceder aos locais
de acdo. As massas molares variam entre os 228,21 — 295,29 g/mol, todos os compostos
apresentam TPS inferiores a 140 A e para os restantes 3 parametros, nomeadamente Log
P, grupos aceitadores e doadores de ligacdo de hidrogénio e nimero de ligagdes rotaveis,
todos os derivados cumprem os valores maximos impostos para que estes possuam uma

boa biodisponibilidade oral.

No que se refere a ABS% calculada, a excecéo do derivado 19, os valores variaram
entre 70,38 e 96,31%, 0 que sugere que 0s compostos estudados, teoricamente, ndo

terdo problemas com a biodisponibilidade oral.
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3.3.3.2. Bioatividade tedérica contra alvos moleculares comuns

A avaliagdo da bioatividade tedrica contra alvos moleculares comuns,
nomeadamente, recetores acoplados a proteina G (GPCR), moduladores do canal iénico,
inibidores de quinase, ligandos do recetor nuclear, inibidores de protease e inibidores de
enzimas, foi realizada, também, através do programa Molinspiration® e os resultados
apresentam-se na Tabela 3.14 para o reagente 1,4NQ e seus derivados, e na Tabela 3.15

para o reagente 50H1,4NQ e respetivos derivados.

Tabela 3.14 - Bioatividade tetrica contra alvos moleculares comuns para a 1,4NQ e seus
derivados (1-13) estimada através do programa Molinspiration®.

ERMIERES s ke leens
Composto GPCR d‘o cf':mal da quinase do recetor daprotease  de enzimas
iénico nuclear

1,4ANQ -0,94 -0,46 -0,77 -1,00 -1,10 -0,34
1 -0,11 -0,25 0,46 -0,60 -0,30 0,20
2 -0,12 -0,28 0,40 -0,12 -0,40 -0,14
3 -0,19 -0,41 0,32 -0,26 -0,42 0,02
4 -0,18 -0,34 0,32 -0,32 -0,47 0,04
5 -0,11 -0,32 0,47 -0,13 -0,33 0,12
6 -0,18 -0,33 0,35 -0,29 -0,41 0,08
7 -0,13 -0,02 -0,24 -0,39 -0,12 0,14
8 0,12 -0,57 0,32 -0,31 -0,49 0,10
9 -0,17 -0,55 0,31 -0,41 -0,48 -0,02
10 -0,19 -0,31 0,19 -0,74 -0,33 0,29
11 -0,17 -0,32 -0,02 -0,37 -0,42 0,23
12 -0,19 -0,36 -0,06 -0,46 -0,62 0,04
13 -0,32 -0,31 0,10 -0,65 -0,58 0,36
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Tabela 3.15 - Bioatividade tedrica contra alvos moleculares comuns para a 50H1,4NQ e seus
derivados (14-21) estimada através do programa Molinspiration®.

Moduladores .~ Ligandos Inibidores Inibidores
Composto GPCR do canal da quinase do recetor da de
i6nico nuclear protease enzimas
5-OH-1,4NQ -0,79 -0,3 -0,49 -0,51 -0,84 -0,01
14 -0,07 -0,19 0,57 -0,09 -0,17 0,35
15 -0,1 -0,24 0,49 0,03 -0,27 0,26
16 -0,14 -0,32 0,42 -0,03 -0,29 0,18
17 -0,07 -0,26 0,56 0,11 -0,21 0,27
18 -0,11 -0,21 0,36 -0,36 -0,15 0,5
19 -0,1 -0,23 0,15 -0,04 -0,25 0,43
20 -0,12 -0,27 0,12 -0,13 -0,44 0,25
21 -0,37 -0,51 0,1 -0,23 -0,28 0,24

A analise dos resultados obtidos permite verificar que relativamente aos reagentes
iniciais, os derivados estudados apresentam resultados melhorados para todos os alvos
estudados. No entanto, o resultado que se destaca € a sua ag&o contra 0s inibidores
quinase, estes inibidores permitem bloquear a agédo de proteinas quinase presentes nas
células cancerigenas. As proteinas quinase sdo enzimas que por um processo de
fosforilag@o adicionam grupos fosfatos a outra proteina, este processo estéa envolvido no

crescimento, proliferacéo e diviséo celular das células cancerigenas.®’

Verifica-se ainda que, para ambos os casos, os derivados 2-N-arilamino-1,4-
naftoquinona com aminas aromaticas para-substituidas apresentam ser os candidatos

mais promissores.

3.3.3.3. Parametros ADMET

Os parametros de absor¢do, nomeadamente absor¢cdo intestinal humana (HIA),
penetracdo na barreira hematoencefélica (BBB) e permeabilidade celular Caco-2, bem
como o0s parametros toxicoldgicos, potencial mutagénico AMES, toxicidade oral aguda,
potencial carcinogénico e classe carcinogénica determinados através do software
admetSAR® apresentam-se nas Tabelas 3.16 e 3.17, para 0Ss reagentes e seus

derivados.
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Tabela 3.16 - Parametros ADMET para a 1,4NQ e seus derivados (1-13) estimada através do

programa admetSAR®.
Absorcao (valor em %) Toxicidade (valor em %)
Composto Permeabilida- S Potencial Classe R
HIA BBB de celular oxieidar carcinogé- Carcinogé- oxicidace
S de AMES . . oral aguda
No
1,4NQ +(98,7) -(253)  +(85) +(75) -(62,1) (56.3) Il (73,6)
1 +(97,7) + (94,7 + (77,8 +(68) + (56,3 Alerta I (61,9
(97,7) +(94,7) (77.8) (68) (,)(42,6) (61,9)
No
2 +(98,1) +(81,9) +(57,5) | +(66) +(51,7) 50.9) 11 (67,9)
3 +(98,6) + (94,6 + (88,5 +(62) + (52,9 Alerta (75,5
(98,6) +(94,6) (88,5) (62) (,)(43,2) (75,5)
No
4 +(98,4) +(959) +(70,1) | -(54) +(61,9) 49.8) 11l (68,7)
No
5 +(96,9) +(96) +(66,5) | +(76) +(60,5) 49.3) 1 (57,5)
6 +(95,2) + (95,7 + (51,9 +(57) + (554 Alerta I (64,1
(95.2) +(957) (51.9) (57) (,)(42’7) (64,1)
7 +(97,7) + (95,6 + (84,7 +(91) + (56,3 Alerta I (63
(97,7) +(95,6) (84,7) (91) (,)(46,5) (63)
8 +(98,1) +(83,9) +(749) |+ @7 +(51,7) (5'\:8) 11l (68)
9 +(98,6) + (94,6 + (87,6 +(76) + (52,9 Alerta (75,5
(98,6) +(94,6) (87.6) (76) (,)(43’2) (75,5)
No
10 +(99) +(97,2) +(805) |+(53) -(77,1) (64.0) 111 (63,6)
No
11 +(98,2) +(96,6) +(58,1) | +(81) -(53,3) 55.9) 11l (63,8)
12 +(99,1) +(97,4) +(94,4) | +(64) +(50,8) (4N4(’)1) 11 (56,9)
No
13 +(98,1) +(97,1) -(57,9 | +(®67) -(53,3) ©35) 11 (60,5)

HIA: absorcéo intestinal humana; BBB: penetracdo na barreira hematoencefalica
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Tabela 3.17 - Parametros ADMET para a 50H1,4NQ e seus derivados (14-21) estimada através
do programa admetSAR®.

Absorcao (valor em %) Toxicidade (valor em %)

Composto Permeabilida- S Potencial Classe R

HIA BBB de celular ] carcinogé- Carcinogé- oxicidace

S de AMES . . oral aguda

Alerta
50H1,4NQ | +(97,9) -(56,8) +(82,4) | +(92) -(64,9) 1 (72,7)
(56,3)

No

14 +(97,1) +(854) +(72,4) | +(75) -(53,7) 46.6) 1l (65,1)
No

15 +(97,9) +(81,9 +(55) | +(79) -(51,1) 545) 1l (64,9)
No

16 +(97,9) +(89,1) +(838) |+((77) -(57) 45.9) 11l (65,7)

17 +(96,1) +(854) +(57,5) | +(82) -(51,1) No (54) 1 (56,9)
No

18 +(98,6) +(88,9) +(54,3) | +(70) -(75,7) ©3.6) 1l (65,7)
No

19 +(97,6) +(91,9 -(60,6) | +(85) -(57.,8) 6L6) 1l (69,7)

20 +(98,8) +(957) +(93,7) | +(64) +(50,8) (4'1(’)1) 11 (56,9)
No

21 +(97,5) +(91,1) -(735) | +(83) -(59,2) ©26) 1l (61,7)

HIA: absor¢éo intestinal humana; BBB: penetragdo na barreira hematoencefalica

A analise dos resultados permite verificar que, no que se refere ao parametro HIA
tedrico, quer os derivados da 1,4NQ quer do 50H1,4NQ e os reagentes estudados
possuem a capacidade de serem absorvidos, n&o existindo variagdes do parametro entre

os derivados e os reagentes que lhes deram origem.

As diferengas observam-se para os parametros BBB e permeabilidade celular
Caco-2. Relativamente a BBB verifica-se que os derivados possuem a capacidade de
penetrar a barreira hematoencefalica (BBB+), enquanto ambos o0s reagentes,
teoricamente ndo penetram a barreira hematoencefélica (BBB-). Contudo, para o
reagente 1,4NQ a probabilidade obtida para o resultado € inferior a 50%, este valor indica
gue o resultado, na realidade, pode estar incorreto e possuir a capacidade de penetrar a

barreira hematoencefalica.
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No que se refere a permeabilidade celular Caco-2, na generalidade, os derivados
da 1,4NQ e do 50H1,4NQ e os reagentes possuem permeabilidade intestinal pelo modelo
da célula Caco-2, com excecao dos derivados 13, 19 e 21.

No que se refere aos critérios toxicolégicos tedricos, potencial mutagénico AMES,
potencial carcinogéneo, classe carcinogénica e toxicidade oral aguda, a andlise dos

parametros estimados permitiu retirar as seguintes conclusoes:

i) A introducdo de substituintes, quer aromaticos quer alifaticos, a ambos os
reagentes ndo alterou a toxicidade AMES, a excecdo do composto 4, indicando que o0s

derivados e os reagentes estudados possuem potencialmente atividade mutagénica.

i) Quanto ao potencial carcinogéneo verifica-se que ambos os reagentes nao
apresentam efeitos carcinogénicos. No entanto, ao introduzir substituintes aroméaticos
(compostos 1 a 9) verifica-se que o critério se altera e esses nove derivados formados
passam a ser considerados, teoricamente, carcinogénicos. Também com a amina alifatica
DEA se verifica a alteracao deste parametro. Os restantes compostos com derivados das
aminas alifaticas (compostos 10, 11 e 13), teoricamente, sdo consideradas ndo

carcinogénicos.

Relativamente aos derivados da 50H1,4NQ, ndo se verifica a mesma tendéncia
observada para os derivados da 1,4NQ. Neste caso a introducao de aminas aromaticas
ndo alterou o perfil estimado, sendo que os derivados 14-17 foram, teoricamente,
definidos como ndo carcinogénicos, assim como os derivados 18, 19 e 21. Mais uma vez,
a adicdo da amina alifatica DEA apresenta um comportamento contrario aos agentes

nucledfilos da sua familia, sendo o derivado 20 considerado, teoricamente, carcinogénico.

iii) Para analisar os resultados estimados para a classe carcinogénica é importante
referir que compostos com a previsdo de ndo carcinogénico (inativo) ou fracamente
carcinogénicos (TDsp < 10 mg/kg/dia) foram considerados ndo cancerigenos e 0s
compostos com a previsdo “alerta” (TDso > 10 mg/kg/dia) foram considerados

cancerigenos.®®

Os resultados estimados permitem verificar que a 1,4NQ é considerada nao
carcinogénica, e que todos os derivados a excecao dos compostos 1, 3, 6, 7 e 9, se
mantém nesta categoria, contudo, a probabilidade do resultado destes é inferior a 50%,
pelo que os resultados poderdo néo ser corretos, também o derivado 12 apresenta esta

condicdo, sendo que este pode passar a ser classificado como “alerta”.

75



Sintese e Caracterizacdo

No que se refere a 50H1,4NQ, este reagente é considerado como um composto
que merece “alerta” e os seus derivados foram considerados n&o carcinogénicos, no

entanto os compostos 14, 16 e 20 possuem probabilidade inferior a 50%.

iv) A toxicidade oral aguda foi classificada de acordo com as quatro categorias
definidas pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA), que divide os
compostos de acordo com seu valor de LCsp (conhecida como a dose letal média) em
guatro categorias apresentadas na Tabela 3.18.

Tabela 3.18 - Classificagé@o da toxicidade oral aguda pela EPA.

Categoria LCso

I < 50 mg/kg (Perigo)
Il > 50 mg/kg e < 500 mg/kg (Atencéo)
i > 500 mg/kg e < 5000 mg/kg (Cuidado)

v > 5000 mg/kg (Cuidado ou nenhuma palavra de sinaliza¢ao)

De acordo com a avaliacdo feita através do programa admetSAR® ambos os
reagentes foram classificados como compostos com LCso categoria Il e todos os seus

derivados classificados como compostos com LCso categoria lll.

A pontuacdo geral do composto para ser aplicado como farmaco foi determinada
através do software OSIRIS® e os resultados obtidos apresentam-se nas Tabelas 3.19 e

3.20, para os reagentes e seus derivados.
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Tabela 3.19 - Parametros para a 1,4NQ e seus derivados (1-13) estimada através do programa

OSIRIS®.
Composto Druglikeness  Drug Score
1,4NQ -2,44 0,18
1 -2,74 0,13
2 -0,43 0,46
3 -1,63 0,36
4 0,29 0,42
5 -7,2 0,28
6 -11,6 0,3
7 -2,48 0,34
8 -0,3 0,47
9 -0,13 0,46
10 -1,85 0,39
11 - 3,02 0,39
12 1,0 0,62
13 -4,62 0,37

Tabela 3.20 - Parametros para a 50H1,4NQ e seus derivados (14-21) estimada através do
programa OSIRIS®.

Composto Druglikeness  Drug Score
50H1,4NQ 0,6 0,46

14 0,15 0,19

15 2,44 0,81

16 1,22 0,72

17 -4,31 0,37

18 1,01 0,77

19 -0,11 0,7

20 3,89 0,91

21 -1,68 0,53
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A druglikeness é a semelhan¢a de um composto com um farmaco comercial com
base nos fatores da biodisponibilidade oral. Os resultados obtidos pelo 1,4NQ e seus
derivados indicam que a maioria dos derivados e 0 reagente ndo possuem ou possuem
uma baixa semelhanca com outros farmacos. Destaca-se, no entanto, o derivado 12 nas

semelhangas com outros farmacos ja existentes.

Para o reagente 50H1,4NQ e os seus derivados 15, 16, 18 e 20 observa-se uma
semelhanga com outros farmacos, enquanto os restantes derivados (compostos 14, 17,

19 e 21) ndo possuem ou possuem uma baixa semelhanca com farmacos comerciais.

O ultimo parametro da pontuac¢ao do composto indica o potencial geral do composto
para se qualificar para um farmaco. Relativamente ao reagente 1,4NQ verifica-se que este
possui uma baixa pontuagdo para ser qualificado, no entanto os seus derivados, a
excecdao do composto 1, possuem uma pontuacdo média para este parametro, indicando
gue os compostos sintetizados podem teoricamente ser qualificados como farmacos.

Também para os derivados do 50H1,4NQ verifica-se que, a exce¢éo do derivado
14, os compostos possuem teoricamente pontuagdes meédias a altas e que podem ser

gualificados enquanto farmacos.
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4. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Com este trabalho foi possivel obter derivados da 1,4-naftoquinona utilizando a
irradiagdo por micro-ondas como ferramenta alternativa aos processos tradicionais de

sintese.

As reacdes de acoplamento com aminas aromaticas foram realizadas na presenca
de catalisador basico (CaCOs), em 5 minutos sob irradiagdo de micro-ondas, onde se
verificou que a adicdo de aminas aromaticas para-substituidas com grupos doadores de
eletrdes (1,4PDA, 4AP e 4MA) originou a formacdo dos compostos 1, 2 e 3 com
conversdes de 80%, 59% e 57%, respetivamente. Relativamente ao acoplamento de
aminas aromaticas para-substituidas com grupos aceitadores de eletrbes (4ABN, 4NA e
4CIA), a adicdo ocorreu para as aminas 4CIA e 4ABN com conversfes de 20% e 7%,

respetivamente.

Na sintese de derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona substituidos com aminas
aromaticas orto-substituidas (1,2PDA, 2AP e 2APA), as conversfes obtidas para os
derivados (7-9) foram inferiores (8%, 45% e 27%, respetivamente) as conseguidas para
0s seus semelhantes para-substituidos.

As reagbes com aminas alifaticas foram realizadas na auséncia de catalisador
basico e foram obtidos os derivados 10, 11, 12 e 13 com conversdes de 63%, 66%, 74%

e 56%, respetivamente.

No que se refere aos derivados 2-N-arilamino-5-hidroxi-1,4-naftoquinona com
aminas aromaticas para-substituidas com grupos aceitadores de eletrdes (1,4PDA, 4AP
e 4MA) foram obtidos os compostos 14, 15 e 16 com conversdes de 31%, 12% e 17%,
respetivamente. As conversdes foram significativamente mais baixas que as obtidas para
os derivados da 1,4NQ semelhantes, admite-se por as reagdes terem sido realizadas sem

catalisador.

Para os derivados da 50H1,4NQ com aminas alifaticas, verificou-se a formacao dos
compostos 18 e 19 com conversdes de 72% e 71%, respetivamente, ligeiramente

superiores as obtidas para os derivados 1,4NQ semelhantes.

Os estudos eletroquimicos permitiram concluir que a adicdo de substituintes na
posicdo 2 da naftoquinona diminuiu o E'y,c dos derivados, consequentemente a adicédo
destes substituintes aumenta o poder redutor dos compostos comparativamente ao
reagente que Ihes deu origem. O poder redutor aumenta com a adicdo de substituintes

com maior efeito indutivo, ou seja, as aminas aromaticas que possuem um sistema de
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eletrdes conjugados terdo um poder redutor mais baixo. Assim o poder oxidativo dos
derivados aumenta da seguinte forma: aminas alifaticas > aminas aromaticas com grupos
substituintes doadores de eletrdes > aminas arométicas com grupos substituintes

aceitadores de eletrdes.

Na atividade antioxidante dos compostos, os derivados 2-N-arilamino-1,4-
naftoquinona com aminas aromdticas para-substituidas apresentaram as maiores
atividades, nomeadamente os derivados com grupos substituintes doadores de eletroes,
também as aminas alifaticas apresentam atividades de intermédias a altas. As atividades
mais baixas séo obtidas para os derivados 2-N-arilamino-1,4-naftoquinona com aminas

aromaticas orto-substituidas.

Os resultados obtidos para a biodisponibilidade oral te6rica permitiram determinar
gue todos os compostos cumprem a “regra dos 5” e possuem valores de %ABS superiores
a 71% para os derivados da 1,4NQ e superiores a 63% para os derivados da 50H1,4NQ,
pelo que, teoricamente, todos os derivados estudados poderdo ser administrados de

forma oral e terdo uma boa absor¢cédo apos a sua administracao.

Na bioatividade contra alvos moleculares comuns, verificou-se que os derivados
estudados possuem maior capacidade enquanto inibidores da proteina quinase e de
enzimas. Verificou-se ainda que, existe uma melhoria significativa dos resultados, quando

0 substituinte € uma amina aroméatica para-substituida.

Na avaliacdo das propriedades ADMET, os resultados obtidos para os parametros
gue descrevem a absorcao, permitiram verificar que os derivados possuem capacidade

para serem absorvidos e transportados até a corrente sanguinea, a exceg¢do dos

compostos 13, 19 e 21 que ndo possuem permeabilidade Caco-2.

Para os pardmetros que descrevem a toxicidade: i) todos os derivados da 1,4NQ e
da 50H1,4NQ, a excec¢do do composto 4, possuem teoricamente potencial mutagénico
pelo teste de AMES; ii) os derivados da 1,4NQ com aminas aromaticas apresentam
teoricamente potencial carcinogénico, enquanto os derivados com aminas alifaticas, a
excecdo do 12, ndo apresentam esta tendéncia. Todos os derivados da 50H1,4NQ, a
excecdo do 25, ndo apresentam potencial carcinogénico, verifica-se assim que a
presenca da amina DEA condiciona este parametro para ambos os reagentes; iii) no que
se refere a toxicidade oral aguda verifica-se que ambos o0s reagentes se encontram na
categoria Il, enquanto os seus derivados correspondem a categoria lll, diminuindo a sua

toxicidade.
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A andlise complementar efetuada pelo programa OSIRIS sugere que, na
generalidade, os derivados da 50H1,4NQ apresentam valores de druglikness e drug
scores superiores aos obtidos para os derivados da 1,4NQ indicando que serdo

potencialmente melhores candidatos a farmacos.

Como perspetivas futuras pode ainda ser explorado e melhorado a nao utilizagcéo
de solvente, pois resultados preliminares mostraram ser uma via promissora para a

sintese dos compostos estudados.

Pretende-se também explorar novos mecanismos para a formacdo dos derivados
substituidos com compostos heterociclicos, pois estes Ultimos apresentam-se como

promissores para aplicages farmacéuticas.

Com o0s compostos mais promissores sugere-se a realizagdo de ensaios de
atividade citotoxica in vitro de forma a confirmar as potencialidades biolégicas propostas.
De acordo com a ampla gama de atividades apresentadas para compostos semelhantes,
podera ainda ser explorada a capacidade de utilizagdo como anti-bacterianos e anti-

fangicos.
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5. Parte Experimental

5.1.Consideracdes gerais

Os reagentes e solventes utilizados foram adquiridos pela Acrés Organics, Sigma
Aldrich, Merck, Alfa Aesar, Fluka Analytical, BDH reagente, Janssen, Panreac, Carlos

Erba e Fisher Scientific com elevada pureza e utilizados tal como adquiridos.

As sinteses por aquecimento de micro-ondas foram realizadas num reator de micro-
ondas CEM Discover® BenchMate (CEM Microwave Technology Ltd., Buckingham, Reino
Unido). As reacdes foram realizadas em vasos de micro-ondas Pyrex selados (poténcia
méaxima de 200 W) usando o modo de controlo de temperatura.

A formacgé&o do/os produto/os das reagdes foi seguida por cromatografia de camada
fina (ccf) utilizando-se para tal folhas de aluminio revestidas de silica gel 60 GF2ss da
Merck, com uma espessura de 0,25 mm e por cromatografia liquida de alta resolucéo
(HPLC). As placas foram analisadas sob luz ultravioleta a 254 e 366 nm, tendo-se como
comparacdo em paralelo os reagentes das reacoes.

As purificagbes foram realizadas por cromatografia em coluna utilizando-se silica
gel 60 A de elevada pureza da Scharlau, com diferentes sistemas eluentes especificados
para cada caso. Realizaram-se ainda purificagbes por cromatografia preparativa
utilizando-se placas de vidro (20 x 20 cm) revestidas com uma camada de silica gel 60CF
da Merck. As solugcbes foram concentradas e secas num evaporador rotativo Blichi,

modelo R210, e a remocao total dos solventes garantida com secagem em linha de vacuo.

5.1.1. Cromatografia liguida de alta resolucao (HPLC) acoplada a um

detetor de diodos (DAD)

A cromatografia liquida de alta resolucdo foi efetuada num sistema de HPLC
(Alliance Waters e2695) equipado com um DAD (Alliance Waters 2489). Foi utilizada uma
coluna de fase reversa RP-18e (Symmetry, 250 x 4,6 mm, 5 ym) da Alliance Waters,
operando a 1ImL/min. Utilizou-se um programa de gradiente linear 5 — 70 % de acetonitrilo
em 1 % de &cido férmico aquoso até aos 32 min, seguido de 8 min de um gradiente linear

de 100 % de acetonitrilo, com fluxo de ImL/min.

As conversdes foram determinadas por andlise de areas dos perfis cromatograficos

obtidos a A = 270 nm. Para os ensaios das misturas reacionais e do padrdo individual de
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cada reagente, de uma solucdo com concentragdo de 50 mM (concentragdo em reacgéo),
20 pL da mistura que foram diluidos em 2980 uL de acetonitrilo. Estas solug6es diluidas
foram injetadas (10 pL) de acordo com o método descrito e tracados o0s respetivos
cromatogramas. O célculo das &reas foi definido tendo como referéncia o reagente padrao
de cada reacdo. Por fim, os tempos de retencdo dos produtos foram confirmados por

injecdo do produto de reacdo isolado e purificado.

5.1.2. Espetroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espetros de ressonancia magnética nuclear de protdo (*H-RMN), de carbono
(**C-RMN) e bidimensionais foram obtidos nos espectrometros Bruker 300 MHz e 400
MHz, com o software Topspin 3.2. As amostras de RMN foram preparadas ao ar e a
temperatura ambiente, utilizando como solvente deuterado MeOD tal como adquirido a

Euriso top.

As ressonancias sao caracterizadas pelos seus desvios quimicos (8) expressos em
partes por milhdo (ppm), as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz) e as
multiplicidades estdo expressas segundo a nomenclatura: s (singuleto), d (dupleto), t

(tripleto), m (multipleto) e dd (duplo dupleto).

5.1.3. Espetroscopia de Massa (ESI)

As andlises de massa foram efetuadas através da técnica de electrospray ionization
(ESI) em modo positivo e/ou negativo. Os espetros foram obtidos num espectrémetro
Varian 500-MS LC lon Trap (Rede Portuguesa de Espetrometria de Massa) a operar com
voltagem do spray de ionizacéo * 5,0 kV, voltagem capilar 20 V e RF 80%.

5.1.4. Determinacao dos potenciais redox por voltametria ciclica
O comportamento eletroquimico dos reagentes foi determinado por voltametria
ciclica num potenciostato/galvandstato EG&G Princeton Apllied Research, modelo 273A,
utilizado para manter e controlar em cada instante o potencial de elétrodo, associado ao
respetivo software de aquisicdo e tratamento de dados (Electrochemistry Powersuite,
versao 2.6). Utilizou-se uma célula eletroquimica convencional para trés elétrodos, que
continha incorporado um fio de platina utilizado como contra-elétrodo. Como elétrodo de

trabalho utilizou-se um elétrodo de platina de 1 mm de diametro e como referéncia o
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elétrodo de Ag/AgCl da Radiometer analytical. Os ensaios foram realizados a temperatura
ambiente, num intervalo de potencial entre -1,8 e 1,8 V para uma velocidade de varrimento
de 200 mV, em solucdes de 1 mM de composto em acetonitrilo, previamente desarejado

com azoto.

5.1.5. Determinacao das percentagens de atividade antioxidante

As solucdes dos compostos sintetizados foram preparadas com metanol na
concentracdo de 1 mg/mL. Um volume de 30 pL de cada uma dessas solucbes foi
diluido em 270 pyL de uma solu¢cdo metandlica de DPPH 0,1 mM. As diluicbes
resultantes foram incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora no escuro. As
medicdes espetrofotométricas foram realizadas a A = 515 nm num leitor de microplacas
(BioTek-Synergy 2) associado a um software de aquisicdo de dados (Genb5, versao
1.10), usando uma mistura de 270 pL de metanol e 30 pL da solugédo de composto como
branco, de modo a fazer a corregéo de cor das amostras e uma mistura de 270 pL de
solugdo de DPPH e 30 pL de metanol que foi empregue como controlo. Todas as
misturas de reagdo, branco e controlo foram feitas em triplicado e o 4cido ascérbico foi
utilizado como controlo positivo. A percentagem de inibicdo foi calculada usando a

seguinte formula:

(Absamostra - Absbranco) x 100

AA % =100 —
Abscontrolo

5.2.Método geral das sinteses por aquecimento convencional

A uma solucdo de reagente (50 mM) em acetonitrilo (25-50 mL) foi adicionado o
respetivo agente nucledfilo (50 mM). Para reacfes realizadas com presenca de
catalisador, & mistura anterior foi adicionada uma solu¢éo de CaCOs (252 mg, 50 mM) em
adgua (25 mL). As reacdes ficaram sob agitacdo em refluxo a 70 °C durante 24h e os
produtos obtidos foram isolados e purificados. O procedimento de sintese foi idéntico para
todos os derivados, e as reac¢des foram seguidas por ccf. Os produtos insoluveis foram
isolados por filtracdo e os produtos sollveis isolados por evaporacdo da solucao organica.
Sempre que necessario utilizou-se a técnica de cromatografia em coluna ou preparativa

para posterior purificagao.
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5.3.Método geral das sinteses por aguecimento de micro-ondas

A uma solucao de reagente (50 mM) em acetonitrilo (1-2 mL) foi adicionado o
respetivo agente nucledfilo (50 mM). Para rea¢les realizadas com presenca de
catalisador, & mistura anterior foi adicionada uma solucdo de CaCOs3 (101 mg, 50 mM) em
agua (1 mL). O vial de micro-ondas foi selado e a reacao permaneceu em agitacao a 150
°C e 200W durante 5 minutos, finalmente os produtos foram isolados e purificados. O
procedimento de sintese foi idéntico para todos os derivados, e as reacdes foram
seguidas por ccf. Os produtos insoluveis foram isolados por filtracdo e os produtos
sollveis isolados por evaporacdo da solugdo organica. Sempre que necessario utilizou-

se a técnica de cromatografia em coluna ou preparativa para posterior purificagao.

0 H 1: s6lido castanho; 80%; IV [KBr] Umad/cm™: 3315, 1670, 1629,
O‘ NCL 1600, 1570, 1353, 1299; H RMN (300 MHz, MeOD-d.):
NH, O(ppm) = 8,11 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Hs), 8,02 (d, 1H, J = 7,5 Hz,

o Hs), 7,80 (t, 1H, J = 7,8 Hz, H7), 7,72 (t, 1H, J = 7,4 Hz, Hs),

7,09 (d, 2H, J = 8,6 Hz, H1z, Hie), 6,81 (d, 2H, J = 8,6 Hz, His, His), 6,01 (s, 1H, Hs); *C{H}
RMN (300 MHz, MeOD-d,): &(ppm) = 185,5 (Ca), 183,0 (Cy), 147,8 (Cy), 135,9 (C7), 134,8
(C10), 133,5 (Ce), 132,1 (Co), 127,5 (Cs), 126,8 (Cs), 126,5 (C12, C16), 116,9 (Ci3, Cis5), 101,4
(Cs); ESI/MS modo positivo: m/z 265 [M+H]*; MS2 m/z = 237.

0 H 2: sOlido laranja acobreado; 59%; IV [KBr] Uma/cm™: 3303,
O‘ N\O\ 1670, 1624, 1598, 1568, 1267; 'H RMN (300 MHz, MeOD-d,):
oH O(ppm) = 8,11 (d, 1H, J = 7,7 Hz, Hs), 8,02 (d, 1H, J = 7,6 Hz,

o Hsg), 7,80 (t, 1H, J=7,5Hz, H;), 7,70 (t, 1H, J = 7,5 Hz, He), 7,17

(d, 2H, J = 8,8 Hz, Hiz, Has), 6,87 (d, 2H, J = 8,8 Hz, His, His), 6,0 (S, 1H, Ha); 3C{H} RMN
(300 MHz, MeOD-d.): &(ppm) = 185,6 (Ca), 182,9 (C1), 157,2 (C14), 135,9 (C7), 133,6 (Co),
132,1 (C10), 130,4 (Cg), 127,4 (Cs), 126,9 (C12, Ci6), 126,8 (Cs), 117,1 (Ci3, Cis), 101,7
(Cs); ESI/MS modo positivo: m/z 266 [M+H]*; MS? m/z = 238.

o 3: solido castanho; 57%; IV [KBr] Uma/cm™: 3222, 1678, 1608,
O‘ NO\ 1600, 1568, 1234; *H RMN (300 MHz, MeOD-d4): &(ppm) =
o~ 8,09 (d, 1H, J = 7,6 Hz, Hs), 8,00 (d, 1H, J = 7,7 Hz, Hg), 7,78

o (t, 1H, J = 7,5 Hz, Hy), 7,70 (t, 1H, J = 7,5 Hz, He), 7,25 (d, 2H,
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J =8,8 Hz, Hi», His), 7,00 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Hais, His), 6,02 (s, 1H, Hs), 3,82 (s, 3H, Hocha);
13C{H} RMN (300 MHz, MeOD-d.): &(ppm) = 185,6 (Cs), 182,8 (C1), 159,4 (Cus), 135,8
(C7), 133,6 (Cs), 133,2 (Ci0), 132,1 (Co), 129,4 (C11), 127,4 (Cs), 126,8 (Cs), 126,7 (C12,
Cis6), 115,8 (Cus, Cis), 101,9 (Cs), 56,0 (Cochsz); ESI/MS modo positivo: m/z 280 [M+H]*;
MS? m/z = 252.

o 4: sélido laranja; 20%; *H RMN (300 MHz, MeOD-d4): &(ppm) =
O‘ NQ 8,21 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Hs), 8,09 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Hs), 7,86 (t,
* ci 1H,J=7,6 Hz, Hy), 7,76 (t, 1H, J = 7,6 Hz, He), 7,42 (d, 2H, J =

0 8,8 Hz, Hiz, His), 6,76 (d, 2H, J = 8,8 Hz, His, His), 7,08 (s, 1H,
Hs); ESI/MS modo positivo: m/z 284 [M+H]*; MS? m/z = 256, 249, 247.

o 5: solido laranja; 7%; IV [KBr] Uma/cm™: 3205, 1676, 1624,
O‘ N\©\ 1598, 1571, 1299; *H RMN (300 MHz, MeOD-d,): &(ppm) = 8,31
* cN (d, 1H,J =7,8 Hz, Hs), 8,05 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Hs), 7,82 (t, 1H,

© J=7,2Hz, Hy), 7,65 (t, 1H, J =7,2 Hz, He), 7,48 (d, 2H, J=9,0

Hz, Hi2, Hie), 7,35 (d, 2H, J = 9,0 Hz, His, His), 6,22 (s, 1H, Hs); ESI/MS modo positivo:
m/z 275 [M+H]"; MS? m/z = 247.

o, NH; 7:solido amarelo; 16%; 'H RMN (300 MHz, MeOD-d,): &(ppm) =

O‘ N 8,29 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hs), 8,17 (d, 1H, J = 8,4 Hz, Hg), 8,02 (m,

2H, Hs, H7), 7,24 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Hsg), 7,17 (t, 1H, J = 7,7 Hz,

His), 7,08 (d, 1H, J = 7,4 Hz, H13), 6,99 (t, 1H, J = 7,7 Hz, H14), 6,08
(s, 1H, Hs); ESI/MS modo positivo: m/z 265 [M+H]*; MS? m/z = 237.

0]

o , OH 8: sdlido vermelho; 45%; IV [KBr] Uma/cm™: 3450, 3305, 1669,
O‘ N 1616, 1604, 1584, 1290; 'H RMN (300 MHz, MeOD-d.): 5(ppm) =
8,13 (dd, 1H, J = 7,4 Hz, Hs), 8,03 (dd, 1H, J = 7,6 Hz, Hs), 7,80 (t,

O 1H, J= 7,5 Hz, Hy), 7,73 (t, 1H, J = 7,5 Hz, He), 7,32 (d, 1H, J = 7.8

Hz, Hie), 7,11 (t, 1H, J = 8,5 Hz, Has), 6,97 (t, 1H, J = 7,4 Hz, Hi3), 6,93 (t, 1H, J = 8,2 Hz,
Haa), 6,04 (s, 1H, Hg); *C{H} RMN (300 MHz, MeOD-d.): &(ppm) = 185,7 (C4), 182,8 (C1),
151,9 (C12), 134,6 (Cs), 133,7 (C10), 132,0 (C7), 126,8 (C15), 126,3 (Cs), 124,8 (Cs), 103,1
(Cs); ESI/MS modo positivo: m/z 280 [M+H]*; MS2 m/z = 252,
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o ~o 9: sélido castanho avermelhado; 27%; IV [KBr] Umad/cm™: 3305,

N 1668, 1624, 1616, 1573, 1292; 'H RMN (300 MHz, MeOD-d.,):

O‘ o(ppm) = 8,12 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Hs), 8,05 (d, 1H, J = 8,7 Hz, Hg),
o] 7,81 (t, 1H,J=7,8 Hz, H7), 7,75 (t, 1H, J = 7,5 Hz, He), 7,40 (d, 1H,

J=7,9 Hz, Hie), 7,25 (t, 1H, J = 7,9 Hz, His), 7,13 (d, 1H, J = 8,2 Hz, Hus), 7,06 (d, 1H, J
= 7,7 Hz, Hua), 6,09 (s, 1H, Hs); ESI/MS modo positivo: m/z 280 [M+H]*; MS? m/z = 252.

o y 10: sélido laranja; 63%; IV [KBr] Umad/cm: 3350, 1674, 1608,
N 1595, 1571, 1274; *H RMN (300 MHz, MeOD-dJ): 5(ppm) =

8,01 (t, 2H, J = 6,9 Hz, Hs, Hs), 7,75 (t, 1H, J = 7,5 Hz, Hy),
5 7,66 (t, 1H, J = 7,5 Hz, Hs), 5,68 (s, 1H, Ha3), 3,23 (t, 2H, J =

7,2 Hz, H11), 1,66 (d, 2H, J = 7,4 Hz, H12), 1,44 (d, 2H, J = 7,4 Hz, Hi3), 0,98 (t, 3H, J = 7,3
Hz, His); *C{H} RMN (300 MHz, MeOD-d4): &(ppm) = 184,7 (C4), 182,6 (C1), 150,8 (C>),

135,8 (C7), 135,0 (Ce), 133,3 (Cs), 132,1 (C10), 127,3 (Cs), 126,8 (Cs), 99,9 (Cs), 43,2 (C1a),
31,1 (C12), 21,3 (C13) 14,1 (C14); ESI/MS modo positivo: m/z 230 [M+H]*.

0 " 11: sélido castanho; 66%; IV [KBr] Umad/cm™: 3323, 1686,
Nno\n, 1668, 1557, 1270; *H RMN (300 MHz, MeOD-da): 5(ppm) =
8,19 (dd, 1H, J = 3,2 Hz, Hg), 8,00 (dd, 1H, J = 3,2 Hz, Hs), 7,61
u (t, 1H, J = 3,4 Hz, Hy), 7,59 (t, 1H, J = 3,2 Hz, He), 5,63 (s, 1H,

Hs), 4,11 (t, 2H, J = 6,6 Hz, H11), 3,37 (t, 2H, J = 7,2 Hz, Hy).

o K 12: sélido castanho avermelhado; 74%; IV [KBr] Umad/cm™: 3352,

N_~ 1676, 1591, 1589, 1544, 1255; 'H RMN (300 MHz, MeOD-d.):

O‘ o(ppm) = 7,98 (dd, 2H, J = 7,9 Hz, Hs, Hsg), 7,76 (t, 1H, J = 7,4 Hz,

H7), 7,68 (t, 1H, J = 7,4 Hz, He), 5,86 (s, 1H, Hs), 3,62 (m, 2H, Ha1),

1,32 (t, 2H, J = 7,0 Hz, Hi); C{H} RMN (300 MHz, MeOD-d.):

5(ppm) = 184,7 (Ca), 184,4 (Cy), 153,3 (C2), 135,0 (C7), 134,3 (Cs), 134,1 (Ci0), 133,3 (Ce),

125,9 (Cs, Cs), 105,0 (Cs), 48,0 (Ca1, Ci1), 12,9 (C12, C12); ESI/MS modo positivo: m/z 230
[M-+H]".

O
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0 y 13: soélido preto; 56%; 'H RMN (300 MHz, MeOD-d4): 6(ppm) =
N, 8,07 (d, 1H, J = 7,7 Hz, Hs), 8,01 (d, 1H, J = 7,4 Hz, Hs), 7,77 (t,
1H,J=7,2 Hz, H7), 7,68 (t, 1H, J = 7,6 Hz, He), 5,62 (s, 1H, H3),
o) 3,77 (s, 2H, Hay).

o 14: sélido castanho; 31%; IV [KBr] Umad/cm™: 3426, 2922,
O‘ NQ 1735, 1635, 1625, 1542, 1097; *H RMN (300 MHz, MeOD-d,):
* NH, O(ppm) =7,68 (t, 1H, J = 8,1 Hz, Hy), 7,54 (d, 1H, J = 7,6 Hz,

OH O Hs), 7,19 (d, 1H, J = 8,5 Hz, He), 7,08 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H12.16),

6,73 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Hiz1s), 5,97 (s, 1H, Hs); ESI/MS modo positivo: m/z 281 [M+H]*;
MS? m/z = 253.

o 4 15: s6lido rosa/roxo claro; 12%; IV [KBr] Umad/cm™: 3451, 2963,
O‘ NQ 1735, 1635, 1625, 1542, 1099; *H RMN (300 MHz, MeOD-d,):
oH &(ppm) = 7,63 (t, 1H, J = 7,8 Hz, Hy), 7,49 (d, 1H, J = 7,4 Hz,

on o Hs), 7,17 (d, 3H, J = 8,6 Hz, He, Hi1.16), 6,88 (d, 2H, J = 8,7 Hz,
His1s), 5,94 (s, 1H, Ha); B3C{H} RMN (300 MHz, MeOD-d,): &(ppm) = 185,0 (C1), 157,4

(C14), 138,4 (Cy), 130,2 (C11), 126,9 (C12,16), 118,7 (Cg), 117,2 (C13.15), 101,8 (Cs); ESI/MS
modo positivo: m/z 282 [M+H]*; MS? m/z = 254.

o 16: sélido castanho preto; 17%; IV [KBr] Umax/cm™: 3545, 3016,
O‘ N\@\ 1682, 1625, 1627, 1557, 1109; *H RMN (300 MHz, MeOD-d.):
* o~ &(ppm) =7,67 (m, 1H, Hy), 7,55 (d, 1H, J = 6,8 Hz, Hg), 7,28 (d,

OH © 1H, J = 8,6 Hz, Hs), 7,03 (d, 2H, J = 9,1 Hz, H12.16), 6,78 (d, 2H,

J=7,8 Hz, Hiz1s), 5,99 (s, 1H, Hs), 3,83 (s, 3H, Hochs); ESI/MS modo positivo: m/z 296
[M+H]*; MS? m/z = 268.

0 18: soélido rosa avermelhado; 72%; IV [KBr] Uma/cm™: 3450,

O‘ \/\/ 2873, 1733, 1698, 1597, 1164; *H RMN (300 MHz, MeOD-d.):

o(ppm) = 7,58 (d, 1H, J = 7,3 Hz, Hs), 7,52 (t, 1H, J = 7,5 Hz,

OH O H7), 7,22 (d, 1H, J = 8,3 Hz, Hg), 5,63 (s, 1H, Has), 3,26 (t, 2H, J

= 7,2 Hz, H11), 1,65 (m, 2H, H12), 1,44 (m, 2H, Hi3), 0,99 (t, 3H, J = 7,3 Hz, Hi4); ESI/MS
modo positivo: m/z 246 [M+H]*.
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19: sélido laranja; 71%; IV [KBr] Umad/cm™: 3446, 2932, 1735,

(0]
H\/\NH2 1639, 1464, 1311, 1092; *H RMN (300 MHz, MeOD-da): 5(ppm)
O‘ =7,62(d, 1H, J = 7,8 Hz, He), 7,41 (t, 1H, J = 7,9 Hz, H7), 6,98
OH © (d, 1H, J = 8,2 Hz, Hg), 5,50 (s, 1H, Hs), 4,08 (t, 2H, J = 6,7 Hz,
Hi1), 0,90 (t, 2H, J = 6,8 Hz, Hy).
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