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SILVA, Carla Cristina da. Sintese e atividade antibacteriana de aminoderivados da
1,4-naftoquinona. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Quimica, Quimica Organica).
Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2018.

RESUMO: As bacteérias s@o seres unicelulares que podem ser encontradas sozinhas ou
em colbnias. No século XIX, cientistas comecaram a associar algumas doengas a
determinadas espécies de bactérias. Desde entdo os pesquisadores buscam compostos
capazes de atuarem sobre essas espécies de bactérias e minimizar os efeitos de processos
infecciosos causados por algumas delas e considerados graves. Foram descobertas
diversas classes de compostos ao longo do século XX capazes de inibir o crescimento ou
até mesmo de causar a morte de bactérias patogénicas. Porém, a grande capacidade destas
bactérias de sofrer mutacdo levou ao surgimento de cepas resistentes a estas substancias.
Assim, o desenvolvimento de novos compostos com potencial antibacteriano é
necessario. Diversos grupos de pesquisa tem desenvolvido novos protétipos a farmacos
antibacterianos a partir de produtos naturais que ja apresentam atividade biologica
satisfatoria, como as quinonas. Neste trabalho de dissertacdo foram sintetizados 11
compostos a partir da reacdo da 1,4-naftoquinona e 11 aminas diferentes. Os compostos
obtidos foram caracterizados por espectroscopia de infravermelno e RMN !H e 3C.
Foram ensaiados 6 compostos para determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima
frente a 4 cepas de bactérias Gram-positivas e 5 cepas de bactérias Gram-negativas. Dos
compostos ensaiados, trés mostraram-se ativos contra diversas bactérias, em
concentracOes que variaram entre 31,2 e 250 pg/mL. Para os compostos que apresentaram
melhor atividade antibacteriana foi testada a interagdo com a soro albumina humana,
proteina presente em grande quantidade nos mamiferos superiores e responsavel pelo
transporte de moléculas biologicamente ativas. Os valores de Ks, € Ka obtidos indicam
formagéo de interacdo moderada entre a HSA e os compostos ensaiados, garantindo
biodisponibilidade satisfatoria dos compostos no plasma sanguineo. Assim, os resultados
obtidos neste trabalho indicam que os amino-derivados da 1,4-naftoquinona sintetizados
podem ser utilizados como potenciais agentes antibacterianos contra algumas espécies de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Palavras-chave: naftoquinonas, atividade antibacteriana, soro albumina humana
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SILVA, Carla Cristina da. Synthesis and antibacterial activity of 1,4-
naphthoquinones aminoderivatives. 2018. Dissertation (Master Science in Chemistry,
Organic Chemistry). Institute of Chemistry, Federal University Rural of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

ABSTRACT: Bacteria are unicellular beings that can be found alone or in colonies. In
the 19th century, scientists began to associate some diseases with certain species of
bacteria. Researchers have since sought compounds capable of acting on these species of
bacteria and minimizing the effects of infectious processes caused by some of them and
considered serious. Several classes of compounds have been discovered throughout the
20th century capable of inhibiting the growth or even causing the death of pathogenic
bacteria. However, the large capacity of these mutated bacteria led to the emergence of
strains resistant to these substances. Thus, the development of new compounds with
antibacterial potential is necessary. Several research groups have developed new
prototypes to antibacterial drugs from natural products that already have satisfactory
biological activity, such as quinones. In this work 11 compounds were synthesized from
the reaction of 1,4-naphthoquinone and 11 different amines. The compounds obtained
were characterized by infrared and *H and 3C NMR spectroscopy. Six compounds were
tested for Minimum Inhibitory Concentration against 4 strains of Gram-positive bacteria
and 5 strains of Gram-negative bacteria. Of the compounds tested, three were active
against various bacteria at concentrations ranging from 31.2 to 250 pg / ml. For the
compounds that showed better antibacterial activity, the interaction with human serum
albumin, a protein present in large numbers in the higher mammals and responsible for
the transport of biologically active molecules, was tested. The Ksy and Ka values obtained
indicate moderate interaction formation between the HSA and the compounds tested,
ensuring satisfactory bioavailability of the compounds in the blood plasma. Thus, the
results obtained in this work indicate that the synthesized 1,4-naphthoquinone amino
derivatives can be used as potential antibacterial agents against some species of Gram-
positive and Gram-negative bacteria.

Key words: naphthoquinones, antibacterial activity, serum human albumin
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1.  INTRODUCAO

As bactérias sdo seres unicelulares que foram descritos pela primeira vez no final
do seculo XVII, apds a descoberta do microscopio. Porém, somente no seculo XIX
comecou-se a observar que determinadas enfermidades estavam associadas a esses
microrganismos. Na segunda metade do século XIX Robert Koch identificou os agentes
causadores de doencas como a colera, tuberculose e febre tifoide e, diversos
pesquisadores iniciaram a busca por agentes quimicos capazes de controlar a proliferagdo
destes e de outros microrganismos causadores de varios processos infecciosos
(GUIMARAES et al., 2010).

A primeira definicdo para estes agentes foi descrita por Vuillemin, em 1889, que
denominava o processo de antagonismo entre estas substancias e alguns seres vivos como
antibiose. Cerca de meio século depois, em 1942, o termo antibiotico foi descrito pela
primeira vez por Waksman, como qualquer substancia produzida por microrganismos
que, em altas dilui¢Ges, inibem ou levam a morte outros microrganismos. Atualmente, o
significado de antibidtico foi redefinido, para incorporar também as substancias sintéticas
(GUIMARAES et al., 2010).

De acordo com evidéncias historicas, algumas misturas como mel, ervas e até
fezes de alguns animais eram utilizadas por civilizagbes antigas para o tratamento de
infecgBes. Documentos de povos que viveram no Egito, China, Sérvia, Grécia e Roma
citam a aplicacdo topica do mofo de péo e seus beneficios para o tratamento de infeccOes
superficiais. Mesmo substancias mais modernas podem, também, ter sido utilizadas nas
civilizagBes antigas. Tracgos de tetraciclinas foram encontrados em esqueletos humanos
que viveram durante a ocupacao do Egito pelos romanos (GOULD, 2016).

Anos depois, ap6s a descoberta do microscépio e inicio dos estudos sobre
bactérias, Louis Pasteur e Robert Koch conseguiram estabelecer relacdo entre algumas
doencas infecciosas e espécies de bactérias, através de propagacdo em animais e em
culturas artificiais, iniciando, também, os estudos de substancias para tratamento dessas
doencas. Metais como arsénico, mercurio e bismuto também foram testados com sucesso
no tratamento de gonorreia e sifilis. Porém, o alto grau de toxidez destes metais fez com
que os efeitos colaterais provenientes do uso destes se apresentassem mais graves do que
o0s sintomas das préprias doencas (GUIMARAES et al., 2010).

No inicio do século XX, Paul Ehrlich, conhecido como o pai da quimioterapia,
desenvolveu o primeiro composto sintético usado no tratamento da sifilis, o salvarsan.
Nos vinte anos que se seguiram, ap0s a sintese do salvarsan, ndo existiram outros
compostos para o tratamento de doengas infecciosas, até que em 1934 um novo farmaco
antimicrobiano foi introduzido no mercado: a proflavina.

A proflavina, agente antibacteriano muito utilizado em ferimentos durante a
Segunda Guerra Mundial, era muito toxica e ndo podia ser utilizada em caso de infec¢des
sistémicas, 0 que evidenciou a necessidade de novos estudos, na tentativa de encontrar
novas substancias que pudessem combater esses microrganismos e que fossem menos
agressivas ao hospedeiro. A figura 1 mostra a estrutura do farmaco proflavina.
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Figura 1: Estrutura dos farmacos antibacterianos salvarsan e proflavina.



Em 1935 o corante vermelho prontosil foi testado para infec¢bes causadas por
espécies de Streptococcus e apresentou resultados muito satisfatérios, dando inicio a
sintese de uma classe de pré-farmacos que foi utilizada durante muitos anos: as
sulfonamidas ou sulfas. Porém, as sulfonamidas tinham um espectro de agao limitado e
abriram espaco para uma substancia que ja era conhecida desde 1929, mas que so foi
incorporada a classe dos antimicrobianos em 1940: a penicilina. A maior efetividade da
penicilina no tratamento de infec¢Bes bacterianas quando comparada as sulfas e o fato
desta substancia ser obtida a partir de fungos e isto motivou as pesquisas em torno de
novos antimicrobianos (AMINOV, 2017).

Nos vinte anos que se seguiram, ap6s a incorporagdo da penicilina como
antimicrobiano, foram sintetizadas diversas classes de compostos para tratamento de
doencas infecciosas a partir da triagem de produtos naturais oriundos de fungos, sendo a
maioria deles eficientes contra bactérias Gram-positivas. S8o estas p-lactamicos,
aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos e peptideos, além de mais quatro compostos
gue ndo se enquadram nas classes citadas anteriormente (cloranfenicol, rifamicina,
clindamicina e polimixina) e, trés derivados sintéticos (isoniazida, trimetropim e
metronidazol), como mostrado na figura 2 (AMINOV, 2017).
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Figura 2: Estruturas dos principais compostos antibacterianos comerciais

Rifampicina

Nos anos seguintes, os antimicrobianos desenvolvidos foram substancias
semissintéticas, obtidas principalmente a partir de modificacfes nas estruturas dos -
lactdmicos, tetraciclinas e aminoglicosideos.



O periodo entre 1980 e 2000 foi onde as bactérias adquiriram resisténcia a
maioria dos farmacos tradicionalmente utilizados. Alguns autores afirmam que 0s
antibioticos foram os farmacos mais utilizados e, também, os que foram empregados da
pior forma. A consequéncia disto foi a emergéncia de bactérias resistentes aos farmacos
antibidticos existentes, tornando necessario o desenvolvimento de novos compostos com
atividade antibacteriana. Neste periodo foi desenvolvida uma nova classe de compostos
sintéticos, as fluoroquinolonas, de grande importancia para o tratamento de doencas
infecciosas. A partir do ano 2000 somente dois compostos foram incorporados no
mercado farmacéutico sendo um composto sintético, a linezolida, da classe das
oxazolidinonas, e um composto de origem natural, a daptomicina, um lipodepsipeptideo
(Figura 3) (GUIMARAES et al., 2010).
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Figura 3: Estrutura dos farmacos antibacterianos linezolida (oxazolidinonas) e
daptomicina (lipopeptideos)

1.1. As bactérias

Bactérias sdo organismos unicelulares que podem ser encontrados sozinhos ou
em col6nias. Sdo organismos procariontes que ndo possuem organelas membranosas e
que apresentam parede celular composta por cadeias poliméricas formadas a partir de
ligacGes cruzadas denominadas peptidioglicanos, que conferem alta rigidez e protegem a
célula bacteriana de possiveis ataques de agentes fisicos e quimicos. Dependendo da
composic¢do e organizacdo de suas paredes celulares, as bactérias podem ser classificadas
como Gram-positivas ou Gram-negativas. A complexidade da organizacdo das cadeias de
peptidioglicanos e de outras moléculas presentes na estrutura da parede celular, resulta na
fixacdo ou ndo-fixacdo do corante violeta cristal. Os agentes quimioterapicos interferem
na atividade de enzimas transpeptidases e transglicosilases, interferindo na formacéo de
ligacGes cruzadas entre os peptidioglicanos e comprometendo a rigidez da parede celular.
Gale e Brown (2015) mapearam a biossintese de peptidioglicanos e das cadeias de acido
tecoico, constituintes da parede celular bacteriana, identificando diversas enzimas
envolvidas na polimerizagdo destas cadeias que podem ser potenciais alvos para o
desenvolvimento de novos compostos com atividade antimicrobiana.

O residuo terminal D-alanina-D-alanina presente, sitio muito importante na
formacgédo da cadeia de peptidioglicanos, também é um alvo de grande interesse no
desenvolvimento de potenciais agentes antimicrobianos. Interagdes com este residuo



permitem a transferéncia do lipidio Il do citoplasma para o espaco entre a parede celular
e o glicocélice, onde proteinas transpeptidases irdo polimerizar o lipidio 1l para formacgéo
dos peptidioglicanos. Além disso, a despolarizacdo da membrana celular bacteriana,
modo como a daptomicina atua, é um evento de mecanismo ainda pouco conhecido, mas
que também tem se mostrado um potencial alvo para atividade antimicrobiana
(SHARMA et al., 2017).

As organelas ndo-membranosas presentes na célula bacteriana sdo compostas
por diversos sitios que podem ser potenciais alvos para a acdo de agentes antimicrobianos.
Os ribossomos sdo estruturas essenciais para a célula bacteriana pois sdo responsaveis
pela sintese de proteinas, mostrando-se um excelente alvo para o desenvolvimento de
novos compostos antimicrobianos. Farmacos comerciais como das classes dos
macrolideos (atuam sobre a subunidade 50S ribossomal) e dos aminoglicosideos (atuam
sobre a subunidade 30S ribossomal), por exemplo, modificam a conformacao destas
subunidades, inibindo a sintese de proteinas bacterianas, levando a célula a apoptose
(SINGH et al., 2017).

Enzimas envolvidas na transcricdo do DNA bacteriano também podem
apresentar-se como 6timos alvos. As quinolonas e fluoroquinolonas sdo classes de
compostos mais modernas utilizadas em clinica e inibem a atividade de enzimas
topoisomerases, impedindo a replicacdo do DNA bacteriano. A figura 4 apresenta as
estruturas dos principais antibacterianos comerciais da classe das fluoroquinolonas,

Levofloxacina

Ofloxacina Galifloxacina

Figura 4: Principais fluoroquinolonas comercializadas

Atualmente existem diversas classes de agentes antimicrobianos comerciais que
atuam por diferentes mecanismos. Estes compostos sdo classificados como bactericidas,
gue levam a morte a bactéria, ou bacteriostatico, que inibe o crescimento da coldnia de
bactérias. Porém, a grande capacidade das bactérias de adquirir resisténcia aos farmacos
comerciais faz com que haja necessidade de desenvolvimento de novos compostos com
potencial atividade antibacteriana, que possam atuar principalmente sobre cepas de
bactérias resistentes a farmacos atualmente utilizados e que apresentam grande potencial
patogénico.



1.2. Principais classes de agentes antimicrobianos

1.2.1. B-lactamicos
Os compostos B-lactdmicos sdo os antimicrobianos mais comercializados e estao
divididos em quatro subclasses: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas e
monobactamos. A figura 6 mostra as estruturas das quatro subclasses de B-lactamicos
utilizadas nos tratamentos clinicos.
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Figura 5: Estruturas basicas das quatro subclasses de p-lactdmicos comercializados

S&o compostos que apresentam um anel [J-lactdmico em sua estrutura que
podem estar fundidos a outro anel de cinco ou seis membros, formando as penicilinas ou
cefalosporinas, respectivamente. Em geral atuam na inibicéo da sintese da parede celular
da bactéria, através da inibicdo da biossintese de peptidoglicanos, pois o anel B-lactamico
fundido a um outro ciclo mimetizam o substrato da enzima transpeptidase, responsavel
pela formacao das ligacdes cruzadas entre os peptidoglicanos. Tanto as bactérias Gram-
positivas quanto as Gram-negativas apresentam peptidoglicanos na estrutura da parede
celular (embora essa camada seja mais espessa na parede celular de bactérias Gram-
positivas) que sao sintetizados, principalmente, a partir da N-acetilglicosamina (NAG) e
acido N-acetilmuramico, catalisados pela atividade da transpeptidase proteina ligadora de
penicilina (PBP — penicillin binding protein). O anel p-lactamico liga-se & PBP,
inativando a enzima e, consequentemente, inibindo a sintese de peptidoglicanos para a
parede celular da bactéria. Os compostos p-lactdmicos atuam, também, nas
transpeptidases, responsaveis pelo cruzamento das ligacbes dos peptidoglicanos e
fortalecimento da parede celular. Por atuarem sobre a sintese da parede celular da bactéria
apresentam baixa toxidez ao organismo do hospedeiro (GUIMARAES et al., 2010).

Os compostos B-lactdmicos sdo incorporados as células bacterianas através de
porinas e atualmente sdo conhecidos trés mecanismos de resisténcia das bactérias para 0s
B-lactamicos. O primeiro é a producéo de B-lactamases, que possuem grupos nucleofilicos
como residuos de serina, por exemplo, capazes de hidrolisar o anel lactdmico, sendo o
meio mais comum e eficiente pelo qual as bactérias adquirem resisténcia aos compostos
B-lactdmicos. As bactérias Gram-positivas excretam as p-lactamases para o meio
extracelular, tornando menos eficiente a atuacao destas enzimas e tornando as bacterias
Gram-positivas mais suscetiveis a atividade dos compostos p-lactamicos. Em
contrapartida, as bactérias Gram-negativas concentram as B-lactamases no espaco
periplasmatico, fazendo com que a atuacdo destas enzimas seja mais eficiente,
diminuindo a acdo dos medicamentos B-lactdmicos (ANVISA, 2007). A figura 6 mostra
a distribuicdo das enzimas B-lactamases nos dois tipos de bactérias, Gram-positivas e
Gram-negativas.
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Figura 6: Distribuicdo de enzimas p-lactamases em células bacterianas (A) Gram-
positivas e (B) Gram-negativas (ANVISA, 2007)

Normalmente os genes codificadores para a sintese de enzimas B-lactamases
estdo presentes em plasmidios, que podem ser transferidos entre bactérias de mesma
espécie ou de espécies diferentes.

O segundo mecanismo consiste em modificacdes estruturais da proteina PBP da
bactéria, codificada pelo gene mecA. Na tentativa de diminuir ou eliminar as interacdes
entre a PBP e o sitio farmacoforico dos compostos B-lactamicos, o terceiro mecanismo
de resisténcia consiste na modificagdo estrutural das porinas, proteinas responsaveis pela
permeabilidade dos B-lactamicos nas células das bactérias, diminuindo a permeabilidade
destas. A figura 7 mostra os principais farmacos p-lactdmicos comercializados (SINGH
etal., 2017).
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Figura 7: Principais antibacterianos p-lactamicos comercializados

1.2.2. Aminoglicosideos
Os aminoglicosideos sdo compostos que possuem grupamentos amino ligados a
uma unidade de agUcar e que apresentam maior atividade antimicrobiana quando em meio
levemente basico (pH = 7,4). Estes compostos atuam principalmente sobre bactérias
Gram-negativas aerobias inibindo a sintese proteica ao ligar-se a subunidade 30s do
ribossomo bacteriano e impedir que este consiga deslocar-se pelo RNA mensageiro

(GUIMARAES et al., 2010).
A principal forma de resisténcia das bactérias aos aminoglicosideos ¢ através de
modifica¢Oes genéticas que produzem enzimas N-acetiltransferases, O-adeniltransferases
e O-fosfotransferases, que modificam o0s grupamentos amino e hidroxila presentes em
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suas estruturas. Ap6s modificados, os aminoglicosideos ndo conseguem mais ligar-se a
subunidade 30s do RNA ribossomal. Os genes codificadores da sintese destas proteinas
sdo encontrados em plasmidios ou transposons. Outro tipo de resisténcia aos
aminoglicosideos é oriundo de modifica¢fes na membrana, diminuindo a permeabilidade
da bactéria aos aminoglicosideos protonados (HE et al., 2013). A figura 8 mostra as
estruturas dos principais agentes antibacterianos da classe dos aminoglicosideos.
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Figura 8: Principais antibacterianos da série dos aminoglicosideos comercializados

1.2.3. Tetraciclinas
Sdo compostos formados por um nicleo de quatro anéis fundidos e um
grupamento dimetilamino na posicao 4, necessario para a atividade antimicrobiana destes

compostos (figura 9).
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Figura 9: Estrutura do composto tetraciclina, que da nome a série de antimicrobianos
derivados da tetraciclina.
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S&o incorporados a célula bacteriana por transporte ativo e inibem a sintese
proteica da bactéria. Estas substancias ligam-se ao RNA transportador impedindo a
formacéo de aminoacil-tRNA, comprometendo a incorporacéo de novos aminoacidos ao
peptideo e, consequentemente, a formacao de proteinas bacterianas (MOFFA e BROOK,
2015).

Séo conhecidas trés estratégias de resisténcia as tetraciclinas desenvolvidas pelas
bactérias, que envolvem a expulsdo da tetraciclina da célula bacteriana através de bombas
de efluxo, modificag¢bes na estrutura do ribossomo, principal sitio ativo das tetraciclinas,
e através de mecanismo enzimatico, produzindo proteinas capazes de inativar as
tetraciclinas (MOFFA e BROOK, 2015).

Em geral, modificacdes no gene tet da bactéria levam a codificacdo de proteinas
que irdo formar bombas de efluxo seletivas as tetraciclinas, levando a diminuigdo da
concentracdo deste medicamento no interior da célula bacteriana. Estes genes estdo
presentes tanto em células bacterianas Gram-positivas quanto Gram-negativas. Outro
mecanismo de resisténcia das bactérias as tetraciclinas é através de proteinas de protecao
ribossdmicas (RPP — ribossomal protection proteins). Quando as tetraciclinas se ligam a
subunidade 30S ribossomal bacteriana a conformacéo deste € alterada e a sintese proteica
da bactéria € comprometida. As proteinas de protecdo ribossémica ligam-se a uma
proteina no interior do ribossomo, desligando o sitio de ligacdo das tetraciclinas. Essas
proteinas também sdo codificadas por 12 genes tet. O terceiro mecanismo de resisténcia
as tetraciclinas conhecido, mecanismo enzimatico, € menos comum, mas atua da mesma
maneira, levando as tetraciclinas a modificacdes que a impedem de ligar-se ao sitio no
ribossomo (GUIMARAES et al., 2010).

1.2.4. Macrolideos
Os macrolideos sdo agentes bacteriostaticos que possuem uma lactona
macrociclica que pode estar ligada a uma ou mais unidades de acucar e sdo amplamente
utilizados em infecgdes respiratdrias. A substancia mais conhecida desta classe é a
eritromicina e, também, é considerada a substancia mais segura para uso clinico (figura
10).
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Figura 10: Estrutura do macrolideo eritromicina

Os compostos desta série de antimicrobianos atuam na sintese de proteinas
bacterianas, ligando-se ao RNA ribossomal 23S da subunidade 50S, comprometendo a
transferéncia de novos aminoacidos pelo tRNA e impedindo a sintese de proteinas
(AMINQV, 2017).
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Os macrolideos sdo antibioticos muito seguros e que atuam sobre diversas
bactérias que causam infecgdes respiratorias. Um ponto negativo é que a lactona é pouco
estdvel em meio acido devido a hidrolise, diminuindo sua biodisponibilidade quando
administrado oralmente (AMINOV, 2017).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos macrolideos podem dar-se através
de modificacdo da porcdo 23S da subunidade 50S do ribossomo, por mecanismo
enzimatico de modificacdo do macrolideo ou através da diminuicdo da permeabilidade
celular a esses compostos (NILSSON et al., 2014).

1.2.5. Oxazolidinonas
S@o moléculas que apresentam um anel heterociclico que possui oxigénio e
nitrogénio. S&o agentes bacteriostaticos de amplo espectro de a¢do, sendo a linezolida o
primeiro e Unico farmaco da série a ser comercializado. A figura 11 mostra a estrutura da
linezolida.
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Figura 11: Férmula estrutural da linezolida

Os compostos da série das oxazolidinonas atuam sobre a sintese proteica
bacteriana e sdo ativos contra diversas bactérias Gram-positivas e ndo atuam sobre
bactérias Gram-negativas. Essa diferenca na atividade se deve a maior complexidade da
membrana das bactérias Gram-negativas, que lhes conferem uma menor permeabilidade.
Estes compostos atuam na subunidade 50S do ribossomo bacteriano, inibindo a sintese
de proteinas essenciais para o desenvolvimento destas bactérias (PAULEN et al., 2017).

O mecanismo pelo qual as bactérias adquirem resisténcia aos compostos desta
série envolve mutacdes no gene 23SrRNA, que codifica a formacdo do RNA ribossomal
bacteriano 23S localizado na subunidade 50S, que € o sitio de ligacdo das oxazolidinonas
(PAULEN et al., 2017).

1.2.6. Glicopeptideos

Sao moléculas complexas que possuem em suas estruturas unidades de aglcares
e aminoacidos. Os compostos mais conhecidos desta série sdo a vancomicina e a
teicoplanina. As moléculas desta série inibem a sintese da cadeia de peptidoglicanos,
essencial para formacgdo da parede celular das bactérias, diminuindo a rigidez desta
parede. A inibicao se da pela ligacao dos glicopeptideos a por¢do N-acido acetilmuramico
e N-acetilglucosamina da proteina responsavel pela formacéo das liga¢des cruzadas na
cadeia dos peptidoglicanos. Para os compostos da série dos glicopeptideos o principal
mecanismo de resisténcia das bactérias ocorre pela substituicdo de um aminoéacido
(alanina) por outros residuos de aminoacido que apresentam cadeia lateral polar, como a
serina, por exemplo, diminuindo a afinidade de ligac&o deste sitio com os glicopeptideos
(SANTOS-BENEIT et al., 2017).

1.2.7. Cloranfenicol
O cloranfenicol € um composto antimicrobiano que tem amplo espectro
antibacteriano, 6tima penetrabilidade celular e € muito empregado no tratamento de
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infeccbes oculares. Possui um grupo nitro e dois grupos hidroxila responsavel pela
interagdo deste composto com o sitio alvo (WEI e YANG, 2017). A figura 12 mostra a
estrutura da molécula do cloranfenicol.
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Figura 12: Estrutura do antimicrobiano cloranfenicol

O mecanismo de acdo do cloranfenicol envolve a ligacdo deste a um sitio
receptor localizado na subunidade 50S do ribossomo bacteriano, mudando a conformagao
deste e inibindo a sintese proteica da bactéria (KIKUCHI et al., 2017).

A resisténcia bacteriana ao cloranfenicol normalmente ocorre por modificacfes
genéticas na bactéria que levam a diminuicdo da permeabilidade do cloranfenicol pela
bactéria ou através de mecanismo enzimatico. As bactérias sintetizam proteinas
acetiltransferases e nitroredutases que modificam os grupamentos do cloranfenicol que
se ligam ao sitio de acéo localizado no ribossomo. Devido seu efeito genotoxico e de
induzir anemia aplastica, seu uso para tratamento de animais destinados a alimentacéo
humana foi banido no Jap&o, Uni&o Européia e Estados Unidos (KIKUCHI et al., 2017).

1.2.8. Lincosamidas

A série das lincosamidas sdo formadas pela unido de um aminoacido e uma
unidade de acucar. O grupo carboxilato da prolina se liga ao grupamento amino de uma
unidade de acUcar através de uma ligacdo peptidica para formar essa série de compostos
antimicrobianos. Substituicdes na unidade de aclcar formam derivados com maior
atividade, como o derivado clorado clindamicina, por exemplo, que apresenta atividade
bioldgica satisfatéria contra diversos tipos de infecgdes. Sdo consideradas substancias
bacteriostaticas, pois inibem a sintese proteica bacteriana ao ligar-se a subunidade 50S do
ribossomo bacteriano, impedindo a elongacdo da cadeia peptidica das bactérias. Através
de mutac0es, as bactérias modificam os sitios receptores destes compostos na subunidade
50S do ribossomo bacteriano, diminuindo a afinidade da ligacéo entre as lincosamidas e
0s sitios receptores (SPIZEK & REZANKA, 2017).
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Figura 13: Estruturas dos principais compostos antibacterianos da série das lincosamidas
1.2.9. Lipodepsipeptideos

S&o metabolitos secundarios produzidos por espécies de Streptomyces e 0 mais
conhecido é o farmaco daptomicina. Alguns destes metabdlitos podem ser utilizados,

12



tambeém, como inibidores de histonas-deacetilase no tratamento de linfomas cutaneos
(KISHIMOTO et al., 2012).

A daptomicina, figura 14, € um dos produtos da fermentacdo do Streptomyces
roseosporus e foi o precursor da série de antimicrobianos denominada
lipodepsipeptideos. Sao utilizados no tratamento de infeccdes por bactérias Gram-
positivas. O mecanismo de acdo da daptomicina é calcio-dependente, ou seja, para
conseguir penetrar na membrana celular da bactéria liga-se ao célcio. Dentro da célula
bacteriana esse complexo causa rapida despolarizacdo e diminuicdo do potencial de
membrana, levando a célula a morte (SHARMA et al., 2017). De acordo com a ANVISA
foi documentado cerca de 0,2% de resisténcia dos pacientes a daptomicina, porém os
mecanismos ainda sdo desconhecidos. Foi detectado que este composto se inativa na
presenca de surfactantes pulmonares, ndo sendo indicados para infec¢fes neste 6rgéo.

o %$

ﬁfxy Hoxy

Figura 14: Estrutura da daptomicina, antibacteriano da série dos lipodepsipeptideos
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1.2.10. Sulfonamidas

As sulfonamidas (ou sulfas) pertencem a primeira classe de compostos sintéticos
utilizados para o tratamento de infec¢des bacterianas. Com o grande aumento na producao
de corantes no inicio do século XX e sabendo que estes poderiam interagir com bactérias,
pesquisadores comecaram a testar estes corantes contra diversas bactérias, buscando um
composto com potencial atividade antibacteriana. No inicio da década de 1930 o
composto sulfonamidacrisoidina, comercialmente conhecido como Prontosil, apresentou
atividade antibacteriana contra infeccbes causadas por algumas espécies de
Estreptococcus. Entre os anos de 1937 e 1943 obteve-se diminuicdo consideravel no
namero de mortes por algumas doencas infecciosas decorrente do uso das sulfas,
inclusive por pneumonia. Atualmente, as sulfas sdo utilizadas contra infec¢bes do trato
urinario e, em associa¢do com o trimetoprim, contra infeccdes por Pneumocystis carinii
em pessoas portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV — Human
Immunodeficiency Virus) (AMINOV, 2017).

Também tem sido estudada a atividade de sulfas como inibidores de
metaloproteinases e sua aplicacdo contra doencas de obstrucdo pulmonar crénicas,
ulceras, artrites e cancer (JAIN et al., 2013). Complexos usando sulfas como ligantes tem
apresentado sua aplicacdo contra infecgdes micobacterianas, como a tuberculose
(AGERTT et al., 2013).

As sulfas sdo consideradas bacteriostaticos e inibem a sintese de DNA
bacteriano. Estes compostos inibem importantes enzimas que atuam na rota biossintética
do N,N-metileno-tetraidrofolato, importante cofator na sintese de bases pirimidinicas que
irdo compor o DNA da bactéria. As sulfas inibem a enzima metilenotetraidrofolato
redutase, catalisadora da reacdo de metilacio onde a molécula 5,10-
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metilenotetraidrofolato é transformada em 5-metiltetraidrofolato e transfere um grupo
metila para a homocisteina, convertendo-a em metionina. A metionina, substrato para
formacéo da 5-adenosilmetionina, € o principal doador de grupos metila para formacéo
das bases nitrogenadas que irdo compor o0 DNA. A eficiéncia das sulfas consiste na
capacidade dos seres humanos de aproveitamento do folato exdgeno, oriundo da
alimentacdo, para sintese das bases nitrogenadas, caracteristica ausente em bactérias
(GUIMARAES et al., 2010). A figura 15 mostra alguns exemplos de sulfonamidas com

atividade antibacteriana.
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Figura 15: Estruturas de alguns dos antibacterianos pertencentes a série das sulfonamidas

O principal mecanismo de resisténcia de bactérias as sulfas ocorre por mutagédo
genética. Estes genes podem ser encontrados em plasmideos ou transposons e modificam
proteinas responsaveis pelo efluxo das sulfas pela célula bacteriana. Hamidian e
colaboradores (2016) identificaram um plasmideo, denominado pA297-3, em cepas de
Acinetobacter baumannii, responsaveis por transferir genes de resisténcia a sulfonamidas
a esta bactéria. O mecanismo de resisténcia mais comum ocorre pela elevacdo da
producdo de &cido p-aminobenzdico (PABA), molécula que compete reversivelmente
com as sulfonamidas e é substrato na sintese de folatos.

1.2.11. Quinolonas e fluorogquinolonas
No inicio da década de 1960, tendo em vista as taxas de resisténcia das bactérias
que cresciam desenfreadamente, iniciou-se 0 uso do &cido nalidixico (figura 16) como
potencial agente antimicrobiano devido a sua atividade bactericida sobre espécies Gram-
negativas e Gram-positivas. As quinolonas inibem a atividade de topoisomerases,
impedindo a replicagdo do DNA da bactéria, e apresentam alta seletividade & células
bacterianas.
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Figura 16: Estrutura do acido nalidixico, precursor da série das quinolonas

Porém, as bactérias adquirem resisténcia a estes compostos rapidamente e
modificagcOes estruturais na estrutura da quinolona foram necessarias para obtengdo de
novos compostos. Em vista disso, um atomo de fltor foi adicionado na posic¢éo 6, criando
uma nova serie: as fluoroquinolonas.

Semelhante as quinolonas, as fluoroquinolonas atuam sobre as topoisomerase Il
(em bactérias Gram-negativas) e 1V (em bactérias Gram-positivas) e sobre a DNA girase,
inibindo a replicacdo do DNA bacteriano e sdo mil vezes mais seletivas para
topoisomerases bacterianas quando comparada as enzimas topoisomerase humanas
(MUSTAEV et al., 2014).

Sdo conhecidos quatro mecanismos de resisténcia das bactérias as quinolonas e
fluoroquinolonas, sendo o mais frequente a modificacdo genética espontanea das
topoisomerases, principal sitio de acdo dessa série de antimicrobianos. Em E. coli e P.
aeruginosa essa mutacdo ocorre no gene gyrA, denominada regido determinante de
resisténcia as quinolonas. Em 1998 foi descoberta um tipo de resisténcia as quinolonas
mediado por plasmidios. O plasmidio, pMG252 encontrado em uma cepa de K.
pneumoniae, apresenta o gene gnr, que sintetiza uma proteina que protege a DNA girase
da acdo das quinolonas. Este mecanismo é pouco frequente em bactérias e, mesmo quando
presente, ndo confere alta resisténcia, pois nao protege as topoisomerases, alvos principais
das quinolonas (MUSTAEV et al., 2014).

1.3. As quinonas

As quinonas sdo substancias presentes em fungos, bactérias, liquens e em
diversas espécies de plantas e, sao consideradas hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
oxigenados, possuindo duas carbonilas que podem estar dispostas orto ou para uma a
outra. As quinonas encontradas em plantas podem ser classificadas em benzoquinonas,
naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas, dependendo do tipo de sistema
aromatico que as compdem (figura 17). No reino animal, quinonas podem ser encontradas
em animais do grupo dos equinodermos (filo Echinodermata), em ourigos do mar e em
artropodes. Normalmente as quinonas sdo formadas pela combustdo incompleta de
combustiveis fosseis, por oxidacdo quimica ou fotoquimica de hidrocarbonetos
aromaticos ou, nas plantas, através de metabolismo oxidativo de compostos como
catecolaminas, estrogenos e xenobidticos (SOUSA et al., 2015).

15



b b o oy

benzoquinona naftoquinona antraquinona fenantraquinona

Figura 17: Estruturas basicas das quinonas

As quinonas tem se mostrado uma classe de compostos de grande interesse nos
ultimos anos, principalmente como potenciais candidatos a novos farmacos, devido ao
amplo espectro de atividades bioldgicas que podem apresentar. As principais atividades
bioldgicas atribuidas as naftoquinonas sao: antineoplésica, anti-inflamatdria e antiviral
(Martines & Benito, 2005), antifangica (KEHELPANNALA et al., 2017), antibacteriana,
protozoocida e moluscicida (WANG et al., 2015). Além disso, o potencial anticncer das
naftoquinonas também tem sido amplamente estudado.

1.3.1. Atividades bioldgicas atribuidas as naftoquinonas
Diversos compostos que possuem esqueleto da 1,4-naftoquinona sdo
amplamente estudados, principalmente no desenvolvimento de novos farmacos (OGATA
et al., 2016). As naftoquinonas geralmente sdo metabolitos de plantas e sdo obtidas a
partir da oxidacdo de compostos fenolicos.

Figura 18: Estrutura da 1,4-naftoquinona

Sua atividade bioldgica ¢ atribuida a sua capacidade de atuar no transporte de
elétrons e, a partir da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) como perdxido de
hidrogénio, radicais hidroxila e anions radicais superoxido, e induzir o estresse oxidativo
em células. Este processo € irreversivel, pois causa danos permanentes em &cidos
nucleicos e proteinas essenciais.

O composto 2-hidrdxi,3-(3-metil,2-butenil)-1,4-naftoquinona (lapachol) é uma
quinona natural que pode ser isolada com bons rendimentos do cerne da madeira de
arvores de diversas espécies de Bignoniaceae encontradas por quase todo o territorio
brasileiro (OLIVEIRA et al., 2002). Este rendimento pode variar de 1 a 7% em massa
bruta, dependendo da espécie de arvore e de fatores como a regido e a sazonalidade. Como
apresenta caracteristicas acidas (pKa = 6,0), pode ser facilmente extraido quando em
contato com solugéo alcalina, como carbonatos e bicarbonatos, por exemplo (BARBOSA
e NETO, 2013). Diversos estudos continuam sendo realizados com o lapachol (figura 18)
devido a sua diversificada atividade bioldgica. Sua atividade anticancer, antiviral,
antimicrobiana, analgésica, antimalarial e anti-inflamatdria ja € conhecida ha muitos anos
(OLIVEIRA e NETO, 2013). Estudos mais recentes mostram o uso do lapachol e de seus
derivados como larvicida, principalmente aplicados a larvas de Aedes aegypt, contra
Trypanosoma cruzi (SILVA JR. et al., 2012), antitumoral (DELARMELINA et al., 2015)
e moluscicida (SILVA et al., 2005).
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Figura 19: Estrutura da naftoquinona lapachol

No caso da atividade antitumoral, pode estar associada a seu potencial redox
(OGATA et al., 2016), pois nucleos quinoidicos geram espécies reativas de oxigénio,
principalmente superoxidos, levando a célula a estresse oxidativo. Sugere-se, também,
que os nucleos tipo quinona podem atuar por diversos mecanismos antineoplasicos,
inclusive na inibicdo da atividade da enzima fosfatidilinositol-3—quinase (P13K), que esta
presente em diversas linhagens de cancer humano (CERQUEIRA et al., 2014). Ogata e
colaboradores (2016) ainda afirmaram que a capacidade de farmacos atuarem em diversos
mecanismos pode ser uma estratégia eficiente para evitar-se a quimioresisténcia.

Devido a sua ampla aplicacdo, derivados das naftoquinonas vém sendo
desenvolvidos por diversos grupos de pesquisa, em busca de novos candidatos a
farmacos. O composto 2,3-ditiocarbamato-1,4-naftoquinona foi testado contra seis
linhagens de células tumorais, apresentando valores de Clso entre 50 nM e 150 nM. Além
disso, foi capaz de suprimir significativamente o crescimento de carcinoma de mama e
de melanoma B16 transplantados em camundongos (NING et al., 2018).

Em outro estudo, dezessete naftoquinonas foram extraidas e isoladas da planta
Rhinacanthus nasutus, e trés delas apresentaram atividade bioldgica satisfatoria. A
naftoquinona denominada rinacantina S apresentou inibicao da enzima acetilcolinesterase
com percentual de inibicdo de 48%. A rinacantina A apresentou citotoxicidade contra
linhagem de células de cancer de mama MCF-7, com valor de Clsg de 8,79 uM e a
rinacantina N apresentou citotoxicidade contra linhagens celulares de cancer de pulmao
NCI-H187, com valor de Clso de 2,24 uM (BOONYAKETGOSON et al., 2018). A figura
19 mostra as estruturas das naftoquinonas rinacantina A, S e N.
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Figura 20: Estruturas das naftoquinonas naturais rinacantina S, rinacantina A e
rinacantina N isoladas da planta Rhinacanthus nasutus

Diversos grupos de pesquisa tém buscado novos compostos com atividade

antimicrobiana devido a resisténcia adquirida por varios microorganismos patogénicos.
A resisténcia do Staphylococcus aureus, por exemplo, a diversos antibidticos comerciais

17



tem aumentado os casos de infecc¢des, desde as mais simples até as mais graves, tornando-
se um sério problema de saude publica (CHUA et al., 2013).

1.3.2. Sintese de derivados de naftoquinonas

As naftoquinonas, devido a diversidade de aplicagdes biologicas, tem sido
bastantes estudadas, apresentando-se como 6tima opcéo na obtencao de novos candidatos
a agentes antimicrobianos.

Na maioria dos trabalhos recentes sobre derivados da naftoquinona séo
realizadas modificagcdes na posi¢éo 2 da porcao quinoidica, na tentativa de desenvolver
novos compostos, mais eficientes e menos toxicos (SILVA JR. et al., 2012). A formagéo
de derivados das naftoquinonas e de conjugados destas com outras moléculas com
atividade biolégica também tem sido muito utilizada.

A literatura apresenta grande quantidade de modificagcdes na posicéao 2 da porcao
quinoidica, pela reagdo do grupamento hidroxila com aminas diversas. O grupo de
trabalho do professor Celso A. Camara, da Universidade Federal Rural do Pernambuco
(UFRPE) vem, h& anos, sintetizando diversos derivados nitrogenados do lapachol e
avaliando a atividade bioldgica destes. A esses derivados foram associados diversos
resultados de atividade bioldgica interessantes. Em 2012, foram publicados resultados de
uma série de derivados de naftoquinonas contra a forma tripomastigota de Trypanossoma
cruzi. Neste trabalho foram testadas 33 moléculas sintetizadas a partir das naftoquinonas
lapachol e lausona, sendo que 15 destas (figura 20) apresentaram valores de 1Cso menores
que o padrdo benzonidazol (SILVA-JUNIOR et al., 2012).
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Figura 21: Estruturas dos derivados do lapachol e lausona com atividade contra T. cruzi
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Além da sintese dos compostos com potencial acdo bioldgica, a farmacocinética
também é de grande importancia para acdo efetiva da substancia no organismo. Como
normalmente as substancias organicas tem baixa solubilidade em fase aquosa, a interacao
entre moléculas biologicamente ativas e proteinas transportadoras presentes no sangue é
essencial. Proteinas séricas tém sido amplamente estudadas devido a sua interacdo com
moléculas biologicamente ativas que apresentam efeitos benéficos aos organismos
(farmacos) ou ndo (toxinas e venenos) (CHAVES, 2017).

1.4. Uso da albumina sérica bovina (ASB) e humana (ASH) em ensaios biologicos

As albuminas sdo proteinas existentes no sangue, clara do ovo e no leite.
Pertencentes a classe das proteinas globulares, as albuminas séricas sao muito abundantes
no sangue dos mamiferos e tém sido amplamente estudadas devido a sua intera¢do com
compostos enddgenos (como acidos graxos ndo esterificados, hormonios, acidos biliares,
aminoacidos e cations) e exogenos (farmacos e toxinas) que apresentam potencial
atividade bioldgica (POOR et al., 2017).

Diversos trabalhos reportam a interacdo da albumina sérica humana (ASH) com
farmacos antimalariais (MARKOVIC et al., 2018), antirretrovirais (PIRNAU et al.,
2018), para tratamento do cancer (GUN’KO et al., 2018) e para tratamento de desordens
cardiovasculares (ZHANG et al., 2018) como responsavel pela biodistribuicdo destes no
organismo humano. Além disso, glicocorticdides e derivados da progesterona também
tem sua biodistribuicao associada a interacdo com a ASH (ABBOUD et al., 2017).

A proteina ASH possui 585 residuos de aminoacidos e peso de 66,5 kDa,
divididos em trés dominios [1-helicoidais, denominados I, Il e I11, e cada um dos dominios
possui dois subdominios, A e B, que sdo responsaveis pela interacdo da ASH com
moléculas biologicamente ativas (MARKOVIC et al., 2018).

Para se estudar as interagdes entre as albuminas séricas e moléculas
biologicamente ativas sdo utilizadas diversas técnicas, dentre elas a espectroscopia de
fluorescéncia estaciondria, por ser uma técnica muito empregada no estudo de interaces
moleculares que envolvem proteinas. Medindo a variacdo de emissao de fluorescéncia da
proteina, pode-se verificar a acessibilidade de moléculas supressoras ao grupo fluoréforo.
No caso da albumina, a emissdo de fluorescéncia estd associada, principalmente, ao
residuo de triptofano, que pode ser encontrado tanto na ASH quanto na ASB. Na ASH, o
residuo de triptofano encontra-se no subdominio 1A (Trp-214). Na ASB sdo encontrados
dois residuos de triptofano, localizados nos subdominios 1B (Trp-134) e IIA (Trp-212)
(CURRY, 2011).

A albumina sérica humana (ASH), experimentalmente, pode ser substituida pela
albumina sérica bovina (ASB), devido a fatores financeiros (ja que a ASB apresenta
menor custo se comparada a ASH) e a maior disponibilidade da ASB. Os resultados
obtidos para ASB também sdo muito proximos dos obtidos para ASH. 1sso ocorre, pois,
a ASH apresenta 76% de identidade e 88% de similaridade de sequéncia com a ASB
(CURRY, 2011).

Outras tecnicas espectroscopicas também podem ser utilizadas no estudo da
interacdo entre albuminas séricas e compostos biologicamente ativos. A técnica de
fluorescéncia resolvida no tempo ajuda a definir o mecanismo de supressdo de
fluorescéncia e a ressonancia magnética nuclear também pode ser utilizada para estudar
interacOes de moléculas com proteinas (CHAVES et al., 2016). Porém, estas técnicas ndo
foram utilizadas neste trabalho de dissertagéo.

A técnica de ancoragem molecular também é de grande importancia no estudo
das interacGes entre as albuminas séricas, ja que permite definir o sitio alvo em que ocorre
a interacdo do composto com a albumina. Essa técnica, também é utilizada para definir
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os residuos de aminoacidos envolvidos na interacéo proteina-ligante e o tipo de interagédo
intermolecular envolvida, complementando assim o0s estudos espectroscopicos
(CHAVES et al., 2016).

Assim, diante do exposto a necessidade de buscar novas substancias com atividade
antibacteriana tem sido cada vez mais premente, bem como investigar a possivel interacéo
com as biomoléculas, como por exemplo, a soro albumina humana, visando a possivel
descoberta de um novo prototipo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Sintetizar uma série de amino-derivados da 1,4-naftoquinona e avaliar sua
atividade antibacteriana.

2.2. Objetivos Especificos

a) Sintetizar a 1,4-naftoquinona a partir da oxidagdo do naftaleno;

b) Sintetizar 11 amino-derivados a partir da 1,4-naftoquinona e aminas diferentes
por trés metodologias;

c) Caracterizar os amino-derivados da 1,4-naftoquinona sintetizados por técnicas
espectroscopicas de IV, RMN de $3C e RMN de *H;

d) Avaliar a atividade antibacteriana dos amino-derivados da 1,4-naftoquinona
sintetizados frente a quatro cepas de bactérias Gram-positivas padrdo e cinco
cepas de bactéria Gram-negativas padréo;

e) Avaliar a interagdo dos amino-derivados que apresentaram melhor atividade
frente as bactérias com a proteina soro albumina humana.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho de Dissertacdo foram preparados 11 (onze) amino-derivados da
1,4-naftoquinona (NQ A-K), sendo 9 (nove) inéditos na literatura. A preparacao foi
realizada a partir da 1,4-naftoquinona e as aminas correspondentes utilizando
metodologias alternativas via irradiacdo em banho de ultrassom e irradiagéo em reator de
micro-ondas. Os derivados 2-amino-1,4-naftoquinonas (NQ A-K) foram avaliados
quanto a acdo antibacteriana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sendo
as mais ativas investigadas quanto a interacdo com a soro albumina humana.

3.1. Obtencéo da 1,4-naftoquinona

A 1,4-naftoquinona foi obtida com baixo rendimento (19%) ao ser sintetizada
pela metodologia descrita na literatura (ORGANIC SYNTHESIS COLLECTIVE, 1963),
que informava um rendimento esperado entre 18 a 22%. O baixo rendimento na obtengéo
do produto, nesta preparacdo, estava associado a etapa da filtracdo. Utilizando-se o papel
de filtro comum haviam grandes perdas do produto, observado através da formacao de
solido amarelo palido na solugdo mée. Na tentativa de minimizar essas perdas, o papel de
filtro comum foi substituido por papel de filtro quantitativo para filtrages médias e o
rendimento na obtencdo do produto subiu para 49%. A literatura indicava que a mistura
da reacdo deveria ser mantida em agitacdo em banho de gelo por 18 horas. No entanto,
ndo foram observadas diferencas significativas com a diminuicdo do tempo de agitacao
nessas condi¢cdes. Em vista disso, a metodologia descrita na referéncia foi adaptada,
diminuindo o tempo da reacdo de 18 para 4 horas. A cromatografia em camada delgada
(CCD) do s6lido amarelo palido obtido apresentou a formagdo de um Unico produto e este
foi caracterizado por RMN 3C e *H. A figura 22 mostra o esquema de reaco de obtencéo
da 1,4-naftoquinona a partir da oxidacéo do naftaleno.

@)
CrOs3
e
CH3;COOH
@)

Figura 22: Esquema de reacdo de obtencdo da 1,4-naftoquinona a partir do naftaleno
A tabela 1 mostra os deslocamentos quimicos de RMN de H e 3C para a 1,4-

naftoquinona. O ponto de fusdo para o composto sintetizado foi de 123,3 °C, semelhante
ao da literatura (123-124 °C, PERIASAMY e BHATT, 1977).
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Tabela 1: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e 3C (CDCls, 500 MHz e 125 MHz,

ppm) para a 1,4-naftoquinona

c dc (ppm) SH (ppm)
led 184,7 -
2e3 138,4 7,00 (s, 2H)
5e8 133,6 8,11 (sl, 2H)
6e7 126,1 7,87 (sl, 2H)
9e9a 131,6 -

A oxidacéo do naftaleno a 1,4-naftoquinona ocorreu em duas etapas. Na primeira
etapa de oxidacéao, o naftaleno foi transformado em 1-naftol. Em seguida, o 1-naftol foi
oxidado para obtencao da naftaleno-1,4-diol, como mostrado na proposta de mecanismo
apresentada na figura 1. Como o meio reacional era fortemente oxidante, o naftaleno-1,4-
diol foi convertido em 1,4-naftoquinona. Meios oxidantes mais brandos, como meios
onde ha presenca de oxigénio molecular, também séo capazes de oxidar o naftaleno-1,4-
diol a 1,4-naftoquinona (JEONG et al, 2018). A figura 23 apresenta a proposta de

mecanismo para obtencédo da 1,4-naftoquinona.
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Figura 23: Mecanismo da reacdo de obtencdo da 1,4-naftoquinona a partir do naftaleno
(Adaptado de JEONG et al., 2018)

3.2. Preparacdo dos amino-derivados da 1,4-naftoquinona

Os amino-derivados da 1,4-naftoquinona foram preparados, por trés
metodologias diferentes, a partir da 1,4-naftoquinona e as aminas A (benzilamina), B
(fenetilamina), C (2-hidroxi-1-aminopropano), D (etilenodiamina), E [2-(2-aminoetoxi)
etanol], F (3,3-difenil-1-propanamina), G (etanolamina), H (1,4-diaminobutano), I (1,6-
diaminoexano), J (1,8-diaminoctano) e K (p-metoxifenetilamina). Os compostos obtidos
receberam os seguintes cddigos: NQA, NQB, NQC, NQD, NQE, NQF, NQG, NQH,
NQI, NQJ e NQK, sendo a ultima letra referente a amina utilizada. A figura 24 mostra o
esquema da reacdo de obtencdo dos amino-derivados da 1,4-naftoquinona.

o o
HN.
+ R—NH, —>
o o)

Figura 24: Esquema da reacdo de obtencdo dos amino-derivados da 1,4-naftoquinona

A caracterizacdo dos produtos obtidos foi realizada atraves dos espectros de
infravermelho, RMN *H, C, e dos pontos de fusdo quando ja descritos na literatura,
possibilitando confirmar as estruturas apresentadas na figura 25.
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Figura 25: Estruturas dos produtos NQA-K sintetizados neste trabalho

O carbono a-carbonilico presente na estrutura da 1,4-naftoquinona, devido ao
efeito de ressonancia da ligacdo dupla com a carbonila, apresenta carater eletrofilico,
ficando sujeito a ataques de grupos nucleofilicos como os grupamentos amino, por
exemplo. A analise dos espectros de RMN H e 3C ainda indicaram que a ligacdo dupla
presente no carbono que sofre o ataque nucleofilico foi mantida. A partir dessas
observagOes experimentais, foi proposto o mecanismo de reacdo para formacdo dos
amino-derivados da 1,4-naftoquinona, apresentado na figura 26.
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Figura 26: Mecanismo da reacdo proposto para a obtencéo dos amino-derivados da 1,4-
naftoquinona

A sintese dos amino-derivados da 1,4-naftoquinona foi feita, conforme
mencionado, através de trés metodologias: a primeira utilizando etanol como solvente e
irradiacdo em banho de ultrassom (1); a segunda utilizando acetonitrila como solvente e
irradiacdo em banho de ultrassom (2); e a terceira utilizando etanol como solvente e reator
de micro-ondas cientifico (3). As metodologias 2 e 3 foram propostas no intuito de
melhorar os rendimentos apresentados pela metodologia 1. Notou-se que o0s rendimentos
baixos apresentados na metodologia 1 eram, em grande parte, oriundos da solubilidade
do produto formado em etanol. Assim, na metodologia 2, o etanol foi substituido por
acetonitrila, na tentativa de melhorar os rendimentos. O solvente acetonitrila foi escolhido
por ser mais polar que o etanol, o que consequentemente diminuiria a solubilidade dos
produtos formados, que apresentam, em sua maioria, carater menos polar. A volatilidade
do solvente também foi considerada para sua escolha. Também foi testada a fonte de
irradiagdo, buscando-se melhorar o rendimento. A tabela 2 mostra os rendimentos para
cada um dos produtos obtidos em cada metodologia utilizada.
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Tabela 2: Rendimentos obtidos para os derivados aminados da 1,4-naftoquinona
utilizando as metodologias 1, 2, 3, e aspectos fisicos para os produtos obtidos

. Rendimento (%)
Amostra | Aspecto Fisico
Metodologia 1* | Metodologia 2° | Metodologia 3¢
NQA Solido laranja 47 75 71
NQB Solido vermelho 32 52 53
NQC S6lido marrom 37 15 71
NQD Soélido marrom 27 47 71
Liguido espesso
NQE q P 65 52 29
marrom
NQF S6lido marrom 58 44 67
NQG Solido marrom 20 42 39
NQH Solido vermelho 93 85 53
escuro
NOI S6lido vermelho 60 70 79
escuro
NQJ Sélido laranja 56 77 a4
escuro
NQK Sélido vermelho 44 59 64

3EtOH como solvente e irradiacdo em banho de ultrassom; Pacetonitrila como solvente e banho de

ultrassom; °EtOH como solvente e irradiagdo de micro-ondas.

3.2.1. Preparacdo e caracterizacdo da 2-(benzilamino)-1,4-naftoquinona (NQA)

Os aminoderivados da 1,4-naftoquinona foram sintetizados a partir da 1,4-
naftoquinona e aminas diversas. No caso do composto NQA, foi utilizada a benzilamina.
O produto formado foi filtrado em papel quantitativo de filtracdo média e lavado com
etanol gelado. Apo6s seco, o sélido laranja obtido foi pesado, determinado o ponto de fusdo
e analisado por espectroscopia de IV, RMN *H e 13C.

Observando-se os rendimentos apresentados na sintese do composto NQA (tabela
2) pode-se observar que ao trocar o etanol por um solvente mais polar, no caso a
acetonitrila, conseguiu-se um aumento significativo no rendimento, oriundo da diferenca
de solubilidade do produto formado nos dois solventes (47% em etanol e 75% em
acetonitrila). O carater menos polar do produto fez com que fosse menos sollvel em
solventes polares apréticos como a acetonitrila, por exemplo. Também foi observado uma
varia¢do no rendimento da reagdo quando se modificou a fonte de irradiagdo. Mantendo-
se 0 solvente e variando a fonte de irradiacdo, observou-se que a utilizagdo do reator de
micro-ondas (3), que fornece mais energia ao sistema reacional, garantiu um incremento
no rendimento da obtencéo do produto (71%) quando comparado ao banho de ultrassom

(1).
O ponto de fuséo obtido experimentalmente, 156 °C, foi comparado com o ponto

de fusdo descrito na literatura (PF=156-157 °C, LOHMANN, 1984), no intuito de
auxiliar na confirmacéo do produto obtido.
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3.2.1.1. Caracterizacdo espectroscopica do composto NQA

Os espectros de IV foram obtidos em ATR e observaram-se as bandas de
absorcéo da ligagdo C—H de carbono aromatico na regifo de 3062 — 3002 cm?, bandas de
absorcdo da ligacio C=0 em 1680 cm™ e 1592 cm™, referentes as duas carbonilas
presentes na por¢do da 1,4-naftoquinona, além de banda de absor¢do em 3330 cm
atribuida a ligagéo N-H.

Nos espectros de RMN *H foram observados sinais atribuidos aos hidrogénios
ligados aos carbonos aromaticos na estrutura da 1,4-naftoquinona, na regido entre 7,64
(H-6) e 8,12 ppm (H-8), além do sinal em 5,81 ppm (H-3), atribuido ao hidrogénio
presente no carbono a-carbonilico ndo substituido.

O espectro de RMN *3C apresentou dois sinais, em 181,9 ppm (C-1) e em 183,1
ppm (C-4), atribuidos aos deslocamentos quimicos dos carbonos carbonilicos. Além
disso, apresentou um sinal em 101,8 ppm, atribuido ao carbono a-carbonilico (C-3),
sinais na regido entre 126,3 ppm (C-5) e 147,7 ppm (C-2), atribuidos aos carbonos
aromaticos presentes na porc¢do quinoidica. A tabela 3 mostra os deslocamentos quimicos
observados nos espectros de RMN de *H e 13C.
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de *H e $3C (500
MHz e 125 MHz, CDClIs, ppm) para o composto NQA

NOQA
H 3 (ppm) C | 8 (ppm)
3 5,81 (s, 1H) 1| 1819
5 8,07 2 | 1477
(d, J=7,57 Hz, 1H)

775
© | t=rs7Hzm) | | 3| 1018

7.64
Tl ws=rsthzamy | | 4| 188
8 811 5| 1262

(d, J=7,57 Hz, 1H)

4.40
10| 4 o=567Hz 2y | | O | 1348
12614 7,35 7 | 1321

(t, J=6,78 Hz, 3H)

13 740 (t 1H) 8 | 1276
N-H 6,25 (sl, 1H) 9 | 1356
9a| 1305
10| 468
11| 1359
12| 1290
13| 1280
14| 1263

3.2.2. Preparacdo e caracterizacdo da 2-(fenetilamino)-1,4-naftoquinona (NQB) e da
2-(p-metdxifenetilamino)-1,4-naftoquinona (NQK)

Os aminoderivados NQB e NQK foram sintetizados de acordo com as trés
metodologias indicadas anteriormente. Os sélidos obtidos foram filtrados em papel
quantitativo de filtracdo média e lavados com os respectivos solventes. Apds secos, 0s
compostos foram pesados, seus pontos de fusdo foram determinados sendo obtido o valor
de 145,1 °C para NQB. O composto NQK néo fundiu, mas carbonizou. Assim, como
para o derivado NQA, as metodologias utilizando irradiagdo por ultrassom ou irradiacdo
de micro-ondas possibilitaram um significativo aumento nos rendimentos. A utilizagio
de reator de micro-ondas garantiu um aumento no rendimento da reacdo, quando
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comparado ao método que utiliza irradiacdo por banho de ultrassom. Esse aumento de
rendimento se deve a maior energia disponibilizada ao meio reacional quando se usa o
reator de micro-ondas, aumentando a efetividade da reacdo. Os produtos foram analisados
através das técnicas espectroscopicas de IV, RMN H e 1C, sendo inéditos na literatura.

3.2.2.1. Caracterizacdo espectroscdpica dos compostos NQB e NQK

Nos espectros de IV obtidos em ATR foram observados sinais na regido de 3031
cm? a 3060 cm?, atribuidos aos estiramentos da ligacio C—H; 2867 a 2962 cm™,
atribuidos as bandas de absorcdo da ligacdo C—H de carbono alifatico, dois sinais, 0
primeiro em 1671 cm™ e o segundo em 1575 cm™, atribuidos as duas carbonilas presentes
na por¢ao quinoidica dos compostos NQB e NQK e um sinal em 3337 cm™, atribuido a
banda de absorcédo da ligagdo N-H.

O espectro de RMN *H apresentou sinais na regiéo entre 7,63 ppm (H-6) e 8,12
ppm (H-8), atribuidos aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos na porc¢édo quinoidica da molécula, um deslocamento em 5,80 ppm, atribuido
ao hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico (H-3), dois sinais, o primeiro em 3,01 ppm
(H-11) e 0 segundo em 3,48 ppm (H-10), atribuidos aos hidrogénios ligados aos carbonos
alifaticos e um sinal em 7,36 ppm, atribuido ao deslocamento quimico dos hidrogénios
ligados aos outros carbonos aromaticos do grupo fenetila (H-13, H-14 e H-15).

O espectro de RMN 3C apresentou dois sinais, o primeiro em 181,8 ppm (C-1)
e 0 segundo em 183,0 ppm (C-4), atribuidos as duas carbonilas presentes na porcao
quinoidica do composto. Foram observados, também, os deslocamentos quimicos
atribuidos aos carbonos alifaticos, em 34,3 ppm (C-11) e em 43,7 ppm (C-10), o
deslocamento quimico atribuido ao carbono a-carbonilico, em 101,0 ppm (C-3), e 0s
deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos, cujos sinais apresentaram-se na regiao
entre 126,3 ppm e 147,7 ppm. A tabela 4 apresenta os deslocamentos quimicos dos
carbonos e hidrogénios dos compostos NQB e NQK.
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Tabela 4: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de *H e 3C (500
MHz e 125 MHz, CDClIs, ppm) para os compostos NQB e NQK, respectivamente
(0]

NQB

H 3 (ppm) C | 3 (ppm)
3 5,80 (s, 1H) 1| 1817
5 8,03 (s, 1H) 2 | 1477
6 7,74 (m, 1H) 3 | 101,0
7 7,62 (m, 1H) 4 | 183,0
8 8,11 (s, 1H) 5| no*
10 3,48 (sl, 2H) 6 | 1348
11 3,01 (sl, 2H) 71 1320
13,14 e 15| 7,36 (m, 3H) 8 | 126,3
N-H 5,98 (sl, 1H) 9 | 1336
9a | 1305
10| 436
11| 343
12 | 1378
13| 1289
14| 1286
15| 127,0

*Nn.0. — ndo observado
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15 0716
NQK

S (ppm) C | 3 (ppm)

3 5,80 (s, 1H) 1| 1817
8,03

> (d, J=7,57 Hz, 1H) 2 1479
7,74

6 (t, J=7,41 Hz, 1H) 3| 1009
7,62

! (t, J=7,41 Hz, 1H) 4 1829
8,02

8 (d, J=7,57 Hz, 1H) S| 1262
3,44

10 (9, J=6,73 Hz, 2H) 6] 1348
2,94

1 (t, J=7,09 Hz, 2H) 7| 1320
7,15

13 (d, J=8,51 Hz, 2H) 8| 1263
6,90

14 (d, J=8,51 Hz, 2H) 9| 1336

16 3,81 (s, 3H) 9a | 1305

N-H 5,98 (sl, 1H) 10| 439

11 33,5

12 | 129,7

13| 129,6

14| 1143

15| 158,6

16 55,3

3.2.3. Preparacdo e caracterizacdo dos compostos 2-[(2’-hidroxipropil)amino]-1,4-
naftoquinona (NQC) e 2-[(1’-hidroxietil)amino]-1,4-naftoquinona (NQG)

Os compostos NQC e NQG foram sintetizados via as trés metodologias ja
indicadas. Os sdlidos obtidos foram filtrados em papel quantitativo de filtracdo média e,
apos secos, analisados pelas técnicas espectroscopicas de IV, RMN *H e 3C. Os pontos
de fusdo para os dois compostos foram: 159 °C e 156 °C para NQC e NQG,
respectivamente, sendo inéditos na literatura.

Os rendimentos para obtencdo do composto NQC mostraram que a modificacéo
do solvente de etanol (metodologia 1) para acetonitrila (metodologia 2) levou a
diminuicdo do rendimento, no entanto houve um aumento significativo quando usou-se a
irradiacdo de micro-ondas.

A utilizacdo de reator de micro-ondas (metodologia 3), como esperado,
possibilitou 0 aumento do rendimento da reagéo se comparado com a irradia¢do por banho
de ultrassom (metodologia 1).
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3.2.3.1. Caracterizacdo espectroscopica dos compostos NQC e NQG

Nos espectros de IV obtidos em ATR para o composto NQC foi observado sinal
em 3292 cm, referente & banda de absorcéo da ligagdo O—H, sinais na regido entre 2884
e 2971 cm?, referente a estiramento de ligacdo C—H de carbono alifatico. As bandas de
absorcédo da ligagdo C=0 de carbonila de cetona também foram observados, nos sinais
apresentados em 1598 e 1692 cm™. Para o composto NQG foram observados sinais em
3341 cm?, referente & banda de absorcéo da ligagio O—H, na regi&o entre 2886 e 2978
cm?, referente as bandas de absorcdo das ligagdes C—H caracteristicas de carbono
alifatico, além de dois sinais, em 1593 cm™ e 1674 cm™, atribuidos as bandas de absorgao
da ligagdo C=0 de cetona.

O espectro de RMN *H do composto NQC apresenta sinais entre 7,63 ppm e
8,09 ppm, atribuidos aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos, um sinal em 5,77 ppm atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono a-
carbonilico (H-3) e sinais em 4,16 ppm (H-11), 3,28 ppm, 3,15 ppm (H-10) e 1,35 ppm
(H-12), atribuidos aos carbonos alifaticos. O espectro de RMN *H do composto NQG
apresentou sinais entre 7,64 ppm e 8,11 ppm, atribuidos aos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, um sinal em 5,79 ppm, atribuido ao
hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico (H-3), além dos sinais atribuidos aos
hidrogénios ligados aos carbonos alifaticos, em 3,40 ppm (H-10) e 3,95 ppm (H-11).

O espectro de RMN *3C do composto NQC apresentou dois sinais, em 183,2
ppm (C-4) e 181,7 ppm (C-1), atribuidos aos deslocamentos quimicos das carbonilas de
cetona, um sinal em 101,1 ppm, atribuido ao carbono a-carbonilico (C-3), além dos sinais
na regido entre 126,2 e 148,2 ppm, atribuidos aos carbonos aromaticos e sinais em 21,4
ppm (C-12), 49,4 ppm (C-10) e 65,7 ppm (C-11), atribuidos aos carbonos alifaticos. Para
o composto NQG foram observados os sinais atribuidos aos deslocamentos quimicos dos
carbonos aromaticos, na regido entre 126,2 e 148,2 ppm e o0s sinais atribuidos aos
carbonos alifaticos, em 44,4 ppm (C-10) e 60,0 ppm (C-11). N&do foram observados os
sinais referentes as carbonilas, possivelmente devido ao pouco tempo de acumulagéo, que
suprimiu a visualizacdo dos carbonos quaternarios. Porém, os sinais das carbonilas
presentes no espectro de IV permite confirmar a presenca das carbonilas caracteristicas
da estrutura da 1,4-naftoquinona.

A tabela 5 apresenta os deslocamentos quimicos dos carbonos e hidrogénios
presentes nas estruturas dos compostos NQC e NQG.
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de *H e $3C (500

MHz e 125 MHz, CDCls, ppm) para os compostos NQC e NQG, respectivamente

NQC
H 3 (ppm) S (ppm)
3 5,77 (s, 1h) 181,7

8,09
> (d, J=7,5 Hz, 1H) 2| 148.2
6 7,74 (t, 1H) 3| 101,1
7 7,63 (t, 1H) 4| 183,2
8,04
8 (d, J=7,5 Hz, 1H) 5| 126.2
3,15 (t, 1H)
10 3.28 (¢ 1H) 6 | 1321
11 | 4,16 (m, 1H) 7 | 1348
12 1,35 (d, 3H) 8 | 126,3
N-H | 6,29 (sl, 1H) 9 | 1335
9a| 130,5
10| 494
11| 657
12| 214
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NQG

;s 0 (ppm) C [ 5 (ppm)
3 5,79 (s, 1H) 1| no*
8,11
° (d, J=6,25 Hz, 1H) 2| 1482
6 7,75 (t, 1H) 3 101,1
! 7,64 (&, 1H) 4| nox*
8,07
° (d, J=6,25 Hz, 1H) 5 | 126,22
3,40
w0 (9, J=5,36 Hz, 2H) 6 | 1321
3,95
H (9, J=5,36 Hz, 2H) 7| 1343
N-H| 6,29 (sl, 1H) 5 1264
9 | no~*
%9a| n.o.*
10| 444
11] 60,0

n.0.* - ndo observado

3.2.4. Preparacdo e caracterizagdo dos compostos 2,2”’-[etano-1",2’-di-ildi(amino)]-
di-1,4-naftoquinona  (NQD), 2,2”’-[butano-1’,2’-di-ildi(amino)]-di-1,4-
naftoquinona (NQH), 2,2”’-[hexano-1",2’-di-ildi(amino)]-di-1,4-

naftoquinona (NQI) e 2,2°’-[octano-1",2’-di-ildi(amino)]-di-1,4-naftoquinona

(NQJ)

A sintese dos compostos NQD, NQH, NQI e NQJ foi realizada através das trés
metodologias, ja indicadas, utilizando a 1,4-naftoquinona e a respectiva diamina. O sélido
obtido foi filtrado utilizando papel quantitativo de filtracdo média e lavado com o solvente
gelado utilizado na respectiva metodologia. Ap6s seco, o solido foi pesado para calculo
do rendimento, foram feitos 0s ensaios espectroscopicos para caracteriza¢do do produto
e foi determinado o ponto de fusdo. A tabela 6 apresenta as caracteristicas fisicas, 0s
rendimentos e os pontos de fusdo para os compostos sintetizados, sendo todos ainda ndo

descritos na literatura.

35



Tabela 6: Aspectos fisicos, rendimentos e pontos de fusdo dos compostos NQD, NQH,
NQI e NQJ

Composto Metodologia (%) Ponto de
1 2 3 fuséo (°C)
NQD 27 47 71 144
NQH 93 85 53 165
NQI 60 70 79 126
NQJ 56 77 84 130

Como esperado e observado nas sinteses dos demais compostos, a troca do
solvente etanol (metodologia 1) por um solvente mais polar, como a acetonitrila
(metodologia 2) diminui a solubilidade do produto, melhorando o rendimento na obtengéo
dos compostos NQD, NQI e NQJ. Somente o composto NQH apresentou valores de
rendimento contrarios ao esperado. Como esperado também, a substituicdo da irradiagdo
por banho de ultrassom pela irradiagdo de micro-ondas aumentou o rendimento das
reacOes de obtencdo dos compostos NQD, NQI e NQJ, devido ao aumento da energia
incorporada ao meio reacional, aumentando a efetividade da reacdo. Novamente, para o
composto NQH observou-se comportamento contrario ao esperado, sendo a Unica
diferenca o tamanho da cadeia carbdnica, ou seja, com um grupo CHz a menos do que
para 0S outros compostos.

3.2.4.1. Caracterizacdo espectroscépica dos compostos NQD, NQH, NQI e NQJ

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de IV, RMN *H e 3C. O
espectro de IV mostrou sinais na regido entre 2936 e 2958 cm?, atribuidos as bandas de
absorcdo da ligacdo C—H de carbonos alifaticos e sinais em 1591 cm™ e em 1682 cm™,
atribuidos as bandas de absor¢édo da ligacdo C=0 de cetona.

Diferente dos demais amino-derivados da 1,4-naftoquinona, os compostos
NQH, NQI e NQJ apresentaram baixa solubilidade em cloroférmio deuterado (CDClI5)
e, por isso, 0s espectros desses compostos foram obtidos em DMSO deuterado (DMSO-
ds). O espectro de RMN *H para o composto NQD apresentou sinais entre 7,57 ppm e
8,11 ppm, referentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos, um sinal em 5,65 ppm, caracteristico do hidrogénio ligado ao carbono -
carbonilico (H-3) e um sinal em 3,75 ppm (H-10), referente aos carbonos alifaticos.

O espectro de RMN *H do composto NQH apresentou sinais que possibilitaram
confirmar a estrutura do produto proposto. O deslocamento quimico referente ao
hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico pode ser observado em 5,67 ppm (H-3). Além
dos sinais referentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos
aromaticos foram observados na regido entre 7,58 ppm e 7,96 ppm.

O espectro de RMN *H para o composto NQI apresentou sinais na regifo entre
7,65 ppm e 8,02 ppm, referentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos
carbonos aromaticos, além de apresentar um sinal em 5,74 ppm, deslocamento quimico
caracteristico do hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico (H-3). Também s&o
observados os sinais 3,36 ppm (H-10), 1,41 ppm (H-11) e 1,24 ppm (H-12) atribuidos aos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos alifaticos.

O espectro de RMN *H do composto NQJ apresentou sinais na regido entre 7,55
ppm e 7,96 ppm, atribuidos aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos
carbonos aromaticos, um sinal em 5,65 ppm, atribuido ao deslocamento quimico atribuido
ao carbono a-carbonilico (H-3).
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Os espectros de !3C para os quatro compostos apresentaram sinais que
permitiram confirmar as estruturas propostas para os produtos. Porém, também foram
identificados outros sinais nos espectros dos compostos NQH, NQI e NQJ que, pela
intensidade e valores de deslocamento quimico, foram atribuidos as impurezas. A
recristalizacdo dos produtos utilizando etanol ou acetonitrila como solventes foi realizada,
na tentativa de eliminar as impurezas que contaminavam os produtos. Como néo se obteve
sucesso na purificacdo dos trés compostos, estes ndo foram submetidos aos ensaios
bioldgicos, até que se determine uma metodologia eficiente de purificacdo destes.

3.2.5. Preparacdo e caracterizagdo do composto 2-[(3°,3’-difenilpropil)amino]-1,4-
naftoquinona (NQF)

A sintese do composto NQF foi realizada a partir da 1,4-naftoquinona e a 3,3-
difenilpropilamina pelas trés metodologias ja indicadas. O s6lido obtido foi filtrado em
papel quantitativo de filtracdo média e lavado com o solvente utilizado na respectiva
metodologia. Apo6s seco, o material foi pesado para calculo do rendimento, foi
determinado o ponto de fusdo em 152 °C e, foi feita a caracterizacdo espectroscopica
através das técnicas de infravermelho 1V, RMN *H e *3C. Este composto, também ainda
ndo foi descrito na literatura.

3.2.5.1. Caracterizacdo espectroscépica do composto NQF

O composto NQF foi caracterizado pelas técnicas espectroscopicas de
infravermelho 1V, RMN H e 1*C.

O espectro de IV apresentou sinais na regido entre 2885 e 3060 cm, referentes
as bandas de absorc¢do das ligacdes C—H de carbonos alifaticos e aromaticos. Além destas,
foram observados dois sinais, em 1591 cm™ e 1676 cm™, atribuidos & banda de absor¢do
da ligagdo C=0 de quinonas.

O espectro de RMN *H mostrou sinais na regido entre 7,65 ppm e 8,12 ppm,
atribuidos aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos aromaticos
da porc¢éo quinoidica. Além destes, foi observado um singleto em 5,65 ppm, atribuido ao
deslocamento quimico do hidrogénio ligado ao carbono a-carbonilico (H-3) e um
multipleto em 7,33 ppm, com integracdo para oito hidrogénios, atribuido aos demais
hidrogénios ligados aos dois anéis aromaticos pertencentes a por¢do da molécula
proveniente da amina (H-13, H-14, H15 e H-16). Os hidrogénios ligados aos carbonos
alifaticos também foram observados no espectro de hidrogénio, com sinais em 2,47 ppm
(quarteto, H-11), 3,18 ppm (quarteto, H-12) e em 4,03 ppm (tripleto, H-10).

O RMN 3C permitiu observar a presenca de sinais atribuidos aos deslocamentos
quimicos das duas carbonilas presentes na porcao quinoidica da molécula, em 181,9 ppm
(C-4) e 182,9 ppm (C-1). Na regido entre 126,2 ppm e 147,8 ppm foram observados 0s
sinais referentes aos carbonos aromaticos presentes na por¢do quinoidica e na porgéo
proveniente da amina. O sinal atribuido ao carbono a-carbonilico (C-3), em 101,0 ppm,
também pode ser observado no espectro de RMN C. Os deslocamentos quimicos
atribuidos aos carbonos alifaticos também foram observados, com sinais em 33,8 ppm
(C-11), 41,2 ppm (C-12) e 48,9 ppm (C-10). A tabela 7 apresenta todos os deslocamentos
quimicos para o composto NQF.
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Tabela 7: Deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de *H e $3C (500
MHz e 125 MHz, CDCls, ppm) para o composto NQF

NQF
H 3 (ppm) C | 3(ppm)
3 5,65 (s, 1H) 1 181,9
8,11
> (d, J=7,57 Hz, 1H) 2 1478
1,74
0 (t, J=7,57 Hz, 1H) 3 10,0
7,62
! (t, J=7,57 Hz, 1H) 4 182.8
8,05
8 (d, J=7,57 Hz, 1H) > 126.7
3,18
10 (dd, J=6,62 Hz, 2H) 0 1348
2,47
1 (dd, J=7,46 Hz, 2H) ! 1320
4,03
12 (t, J=8,04 Hz, 1H) 8 1276
7,33
14 (t, J=7,57 Hz, 4H) 9 133,6
15 7,27 (sl, 4H) 9% 130,5
7,23
16 (t, J=7,25 Hz, 2H) 10 41,2
N-H 5,93 (sl, 1H) 11 33,8
12 48,9
13 143,6
14e15| 128,8
16 126,3

3.3. Ensaio para determinacgdo da concentracao inibitéria minima (CIM) para

bactérias

A concentracdo inibitdria minima foi determinada através de ensaios em microplacas
utilizando o revelador cloreto de p-iodonitrotetrazdlio (p-INT). A revelagdo consiste na
reducdo do grupamento nitro presente no cloreto de p-INT por enzimas nitroredutases
presentes em bactérias viaveis. O surgimento de coloragdo vermelha nos pocos indica que
h& atividade bacteriana. Se a cor ndo se alterar com a adi¢do do p-INT, pode-se afirmar
que houve inibicdo da atividade bacteriana. Para este ensaio foi utilizado o antibidtico
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padrdo cloranfenicol como controle positivo. Além disso, ainda foi feito um controle de
viabilidade das culturas utilizadas, um controle de esterilidade, para garantir que nédo
havia culturas competidoras no ensaio e um controle com DMSOQO, para investigar a
interferéncia do solvente no crescimento bacteriano. Foram escolhidos seis dos 11 amino-
derivados sintetizados e, estes compostos foram testados frente a 9 cepas de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. A tabela 8 mostra os valores de CIM, em pg/mL, para
0Ss compostos ensaiados.

Tabela 8: Valores de CIM dos amino-derivados da 1,4-naftoquinona testados frente as
nove cepas de bactérias

Bactérias CIM (ug/mL)
Grame-positivas Gram-negativas
Amostra Bs | Sa | Ef | Bc | Pa | Ec | Ab | Kpl | Kp2
NQA 125 | 31,2 | 250 | 31,2 | 500 | 31,2 | 500 | NI | 250
NQB NI | 625 | NI | 125 | NI | NI |500 | NI | 250
NQC 62,5625 625|625 |500|625 (250 | NI |625
NQD NI | 500 | NI | NI [500| NI |500| NI | 500
NQF NI | 250 | NI NI | NI | NI | 500 | NI NI
NQG 62,5625 625|625 250|625 |125| 250 | 31,2
Cloranfenicol | 8 8 16 8 | 64| 16 | NI | 64 | 16
DMSO NI NI NI NI | NI | NI | NI | NI NI
Crescimento + + + + + + + + +
Esterilidade - - - - - - - - -

Bs: Bacillus subtilis; Sa: Staphylococcus aureus; Ef: Enterococcus faecalis;
Bc: Bacillus cereus; Pa: Pseudomonas aeruginosa; Ec: Escherichia coli;
Ab: Acinetobacter baumannii; Kpl: Klebsiella pneumoniae;

Kp2: Klebsiella pneumoniae pB-lactamase positiva

Observando-se os valores de CIM apresentados na tabela 8, pode-se destacar
quatro dos seis compostos ensaiados. O composto NQA apresentou valores de CIM
satisfatorios frente as cepas de Escherichia coli, Staphlococcus aureus e Bacilus cereus,
com CIM=31,2 ug/mL. Apesar dos valores de CIM para NQA terem se apresentado
maiores do que para o cloranfenicol, esse composto pode ser considerado um potencial
prototipo para agente antibacteriano considerando-se que o cloranfenicol apresenta sérios
efeitos colaterais. A Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura da Organizagéo
Mundial da Saude (Food and Agriculture Organization/ World Health Organization -
FAO/WHOQO) em estudos desenvolvidos sobre o cloranfenicol, declarou que a ingestdo
deste farmaco pode levar ao desenvolvimento de anemia aplastica, além de apresentar
efeitos genotoxicos aos seres humanos, ndo sendo determinado nem o valor de ingestédo
diaria aceitavel para esse composto (KIKUCHI et al., 2017).

O composto NQB, apesar de ndo apresentar atividade contra a maioria das cepas
ensaiadas, apresentou um resultado interessante para S. aureus, com valor de CIM de 62,5
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ug/mL, podendo também ser considerado um potencial candidato a agente antibacteriano
com atividade especifica para tratamento de S. aureus.

O composto NQC mostrou-se um dos mais ativos, apresentando valores de CIM
satisfatorios frente a cepas de bactérias Gram-positivas (B. subtilis, E. faecalis, S. aureus,
B. cereus) e Gram-negativas (E. coli e K. pneumoniae B-lactamase positiva). Deve-se
destacar o valor de CIM apresentado pelo composto NQC frente a cepa de K. pneumoniae
B-lactamase resistente, que sdo espécies causadoras de infeccdes em unidades de terapia
intensiva e que, normalmente, apresenta resisténcia a farmacos antibacterianos da classe
dos B-lactamicos, medicamentos muito utilizados para tratamento de bactérias do género
Klebsiella spp. Além disso, bactérias deste género podem ainda desenvolver resisténcias
aos farmacos da série dos aminoglicosideos e também ao cloranfenicol (OLIVEIRA et
al., 2011). Em vista disso, o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para
substituicdo dos farmacos comerciais ou complementacdo dos tratamentos ja conhecidos
é de grande importancia nas circunstancias atuais.

O composto NQG também apresentou valores de CIM satisfatorios, mostrando
atividade para todas as cepas com valores de CIM entre 250-31,2 ug/mL, podendo-se
destacar o CIM de 31,2 pug/mL frente a cepa K. pneumoniae B-lactamase positiva, sendo
também um excelente candidato a complementacdo dos tratamentos convencionais ou
ainda a substituir os farmacos comerciais ja existentes.

Embora os compostos NQA e NQG ja tenham sido descritos na literatura, suas
aplicagdes como potenciais agentes antibacterianos ainda ndo foram relatadas. Ensaios de
toxicidade também devem ser realizados para determinar os valores de DLso para todos
0s compostos que apresentaram atividade antibacteriana satisfatoria.

Os experimentos envolvendo a avaliacdo antibacteriana dos amino-derivados da
1,4-naftoquinona foram realizados pelas pesquisadoras da FIOCRUZ, Dra. Rojane de
Oliveira Paiva e Dra. Gisela Lara da Costa.

3.4. Estudo da interacdo entre a albumina sérica humana (ASH) e os amino-
derivados da 1,4-naftoquinona

3.4.1. Ensaio de Supresséo por Fluorescéncia

A supressdo por fluorescéncia € uma técnica muito empregada no estudo da
interacdo entre proteinas e moléculas biologicamente ativas. A soro albumina humana
(ASH - Albumin Serum Human) tem sido frequentemente utilizada nestes estudos devido
a sua comprovada participacdo na biodisponibilidade de farmacos e demais moléculas
que apresentam algum tipo de ac&o sobre o organismo humano (POOR et al., 2017). Este
ensaio baseia-se na supressédo de fluorescéncia do residuo do aminoacido triptofano (Trp)
presente no dominio IlA da proteina ASH que ocorre em decorréncia de interacdes de
moléculas com este sitio receptor.

Para este ensaio foram selecionados os trés amino-derivados da 1,4-
naftoquinona, NQA, NQC e NQG, que apresentaram melhores valores de CIM nos
ensaios de atividade anti-bacteriana. As solugdes contendo tamp&o PBS e ASH foram
adicionadas aliquotas sucessivas de solugdo dos compostos ensaiados e a emissao foi
medida. As figuras 24, 25 e 26 apresentam os graficos de fluorescéncia em estado
estacionario para os trés compostos ensaiados.
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Figura 27: Espectros de emissdo de fluorescéncia em estado estacionario para HSA livre
e apos adicdes sucessivas de NQA a pH = 7,4 e 310K. [HSA] = 1,00 x 10° M, [NQA] =
0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e 1,32 x 10 M. Insercéo: Graficos Stern-Volmer
para HSA:NQA a 296 K, 303 K e 310 K.
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Figura 28: Espectros de emissdo de fluorescéncia em estado estacionario para HSA livre
e apos adigdes sucessivas de NQC a pH = 7,4 e 310K. [HSA] = 1,00 x 10° M, [NQC] =
0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e 1,32 x 10 M. Insercdo: Graficos Stern-Volmer
para HSA:NQC a 296 K, 303 K e 310 K.
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Figura 29: Espectros de emissdo de fluorescéncia em estado estacionario para HSA livre
e apds adicOes sucessivas de NQG a pH = 7,4 e 310K. [HSA] = 1,00 x 10° M, [NQG] =
0,17; 0,33; 0,50; 0,66; 0,83; 0,99; 1,15 e 1,32 x 10° M. Insercdo: Graficos Stern-Volmer
para HSA:NQG a 296 K, 303 K e 310 K.

Observando as figuras 24, 25 e 26, pode-se verificar que ap0s sucessivas adi¢es
de solucdo dos trés compostos ensaiados ha uma diminuicdo na intensidade da
fluorescéncia do residuo de triptofano presente na ASH, indicando que 0s compostos
NQA, NQC e NQG formam interagcGes com a proteina ASH ou que, de alguma maneira,
estdo proximos do residuo de Trp, modificando a conformacdo da proteina e,
consequentemente, diminuindo a fluorescéncia final medida.

Também foi estudada a variacdo da fluorescéncia do residuo de Trp com a
temperatura, em diversas concentracdes (graficos de Stern-Volmer). Os gréficos foram
construidos utilizando a equacéo

T + Ky [Q]

Onde, Fo e F séo as medidas da intensidade de fluorescéncia da proteina ASH
na auséncia e na presenca dos compostos ensaiados; Ksy é coeficiente de extingdo de
Stern-Volmer; e [Q] é a concentracdo molar da espécie ensaiada nas temperaturas de 296,
303 e 310 K. A temperatura de 310 K foi escolhida como temperatura limite por ser a
temperatura de funcionamento ideal média do corpo humano (36,5 °C). Também foram
determinados os valores da constante de Stern-Volmer ajustada (Ka), através da equacéo:

Ro_ 1 .1
F- F fK[Q f

onde, Fo e F séo as intensidades de fluorescéncia de ASH na auséncia e na presenca do
ligante a 340 nm, respectivamente; K, € a constante de ligacdo de Stern-Volmer
modificada; f € a fracdo da fluorescéncia inicial que é acessivel ao inibidor e [Q] é a
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concentracdo do ligante. A tabela 9 apresenta os valores de Ksy e Ka obtidos a partir dos
dados experimentais.

Tabela 9: Valores das constantes de ligagdo Stern-Volmer e constante de ligagéo
modificada, Ksy e Ka, respectivamente, para os compostos NQA, NQC e NQG

Composto  Temperatura Ksv (x10%) Ka (x10%)
(K) (mol.LY) (mol.L™Y)
NQA 296 8,11+0,02 8,98+0,26
303 7,86+0,07 4,54+0,26
310 6,81+0,09 2,76%0,26
NQC 296 7,82+0,02 3,83+0,26
303 7,37+0,03 2,88+0,26
310 7,15+0,02 2,14+0,26
NQG 296 7,98+0,02 4,66+0,26
303 7,95+0,02 3,25+0,26
310 7,86+0,02 2,33+0,26

Os valores obtidos para as constantes de Stern-Volmer ficaram na faixa de
2,14x10%*a 7,98x10* considerada uma interagdo moderada entre os compostos avaliados
e a albumina sérica (CHAVES et al., 2016; TIAN et al., 2005). Esses valores indicaram
uma interacdo molecular moderada importante, pois favoreceria a candidatura desses
compostos a novos farmacos para a quimioterapia antibidtica, uma vez que, interagdes
fracas levam a metabolizacdo muito rapida do farmaco prejudicando sua atuacao e,
interacOes fortes levam a efeitos colaterais indesejaveis (BARROS et al., 2016).

A supressao de uma espécie fluorescente pode acontecer via dois mecanismos
distintos: o estatico e o dindmico e o gréfico de Stern-Volmer nos permite compreender
qual o mecanismo envolvido na extincdo da fluorescéncia. Avaliando a inclinacdo da reta
no grafico de Stern-Volmer para o composto NQA podemos observar uma diminuigao
no valor de Ks com a temperatura, também observado nos dados obtidos
experimentalmente e apresentados na tabela 9, mostrando que o provavel mecanismo de
extincdo da fluorescéncia é estatico, que se da pela formacdo de interacdo no estado
fundamental entre a ASH (fluoréforo) e o composto NQA (inibidor de fluorescéncia). A
confirmacdo do mecanismo estatico pode ser feita através do ensaio de fluorescéncia
resolvida no tempo (CHAVES, 2017).

Para 0 composto NQC também foi observada diminuicéo dos valores de Ksy com
a temperatura, como mostrado pela inclinagdo da reta do grafico de Stern-Volmer para a
interacdo ASH:NQC, também mostrando que o mecanismo de extin¢do da fluorescéncia
é estético.

Para o composto NQG, observa-se, tanto pela inclinacdo do gréafico de Stern-
Volmer, quanto pelos valores de Ks observados na tabela 9, que ndo houve variagio
significativa nos valores da constante de Stern-Volmer, excluindo-se assim, 0 mecanismo
estatico.

Os experimentos envolvendo a interagdo dos amino-derivados da 1,4-
naftoquinona com a HSA foram realizados em colabora¢do com os professores Otavio
Augusto Chaves e José Carlos Ferreira Netto da UFRRJ.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As metodologias empregadas na sintese dos amino-derivados da 1,4-
naftoquinona apresentaram rendimentos e pureza satisfatorios. As metodologias 2 e 3
apresentaram os melhores rendimentos, com destaque para a metodologia 3, com
emprego de reator de micro-ondas, que apresentou, de modo geral, melhores rendimentos.
Os espectros de RMN de 3C e de *H confirmam as estruturas propostas para os produtos
obtidos.

Para a purificacdo dos compostos NQH, NQI e NQJ sera estudado o melhor
método, uma vez que a recristalizacdo ndo foi eficiente.

Os compostos NQA, NQB, NQC e NQG apresentaram bons resultados contra
cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, podendo ser protétipos de farmacos
antibacterianos.

Os valores de interacdo entre os compostos NQA, NQC e NQG e a soro
albumina humana mostram que estes compostos apresentariam boa biodisponibilidade no
organismo humano.

Na continuidade deste trabalho serdo avaliadas as atividades antibacterianas dos
compostos ndo ensaiados. A toxidez geral dos compostos também serd determinada
através do ensaio de toxidez da Artemia salina Leach.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Equipamentos
Os principais equipamentos utilizados foram:
Banho de ultrassom SPLabor
Reator de micro-ondas CEM Discover System (0-300 W, magneto de 2.450 MHz)
Balanca de precisdo Shimadzu ATX224 de quatro casas decimais
Camara de UV Boitton 365 UV-A para revelacdo de placas cromatograficas
Aparelho de ponto de fusdo Gehaka PF 1500 Farma
Espectrofometro Bruker Vertex 70
Espectrometro Bruker Ultrashield Plus 500 (*H, 500 MHz e 13C, 125 MHz)

5.2. Reagentes e solventes

Para a sintese da 1,4-naftoquinona e dos aminoderivados da 1,4-naftoquinona
foram utilizados: naftaleno (CAS 91-20-3), trioxido de cromo (CAS 1333-82-0) e &cido
acetico glacial Dinamica (CAS 64-19-7), benzilamina Cambridge Isotopes Laboratories
Inc. (CAS 100-46-9), fenetilamina (CAS 64-04-0), etilenodiamina (CAS 107-15-3), 3,3-
difenil-1-propanamina (CAS 5586-73-2), etanolamina (CAS 141-43-5), todas Sigma
Aldrich. A amina 2-hidréxi-1-propanamina foi doada pela empresa Quaker.

As reagdes foram monitoradas utilizando-se CCD em placas da Merck (Silica
Gel 60 F254) €, reveladas atraves da fluorescéncia com irradiacdo em A = 365 nm.

Na caracterizacdo dos compostos foram utilizados cloroférmio deuterado Sigma
Aldrich (CAS 865-49-6) e dimetilsulfoxido deuterado Sigma Aldrich (CAS 2206-27-1).

5.3. Sintese

5.3.1. Obtencdo da 1,4-naftoquinona

A obtencdo da 1,4-naftoquinona foi realizada de acordo com metodologia
proposta na literatura (Organic Synthesis Collective, volume 1V), onde a uma solucéao de
2,0 g de tridxido de cromo (V1) em 2,5 mL de acido acético glacial foram adicionados 10
mL de uma solucdo preparada a partir de 1 g de naftaleno em acido acético 80% (v/v). A
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por 24 h e, em banho de gelo. Apos esse tempo,
a mistura reacional, de coloracao verde, foi adicionada em agua destilada, para obtencédo
de um precipitado amarelo, que foi filtrado, lavado com agua gelada, para remocdo do
excesso de acido acético e, apos seco, foi caracterizado por ponto de fusdo. O Esquema 1
mostra a reacgao para a obtencdo da 1,4-naftoquinona a partir do naftaleno.

0]
Cr03 |
—
CH3COOH “
|
0]

Esquema 1: Reacdo para a obtencdo da 1,4-naftoquinona
5.3.2. Preparacdo dos aminoderivados da 1,4-naftoquinona

Foram sintetizados dez aminoderivados da 1,4—naftoquinona utilizando-se trés
metodologias diferentes, usando-se as aminas mostradas no Esquema 2.
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Figura 30: Aminas utilizadas na sintese dos aminoderivados da 1,4—naftoquinona

Metodologia 1

1 mmol da 1,4-naftoquinona foi solubilizado em 2 mL de etanol e a solucéo
obtida colocada em banho de ultrassom. Logo ap6s, adicionou-se 1,5 mmol da amina
correspondente e a mistura da reacdo foi mantida em banho de ultrassom, a temperatura
ambiente, por 1 hora. A formagdo do produto foi acompanhada por cromatografia em
camada delgada utilizando como eluente solucdo de hexano:acetato de etila (70:30). O
solido obtido foi filtrado em papel de filtro quantitativo de filtracdo média e lavado com
etanol PA.

Metodologia 2

1 mmol de 1,4-naftoquinona foi solubilizado em 2 mL de acetonitrila e a solugéo
obtida colocada em banho de ultrassom. Em seguida, foi adicionado 1,5 mmol da amina
correspondente e a mistura da reacéo foi mantida em banho de ultrassom, a temperatura
ambiente, por 1 hora. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada
utilizando solucdo de hexano:acetato de etila (70:30) como eluente. O s6lido obtido foi
filtrado em papel de filtro quantitativo de filtracdo média e lavado com acetonitrila PA.

Metodologia 3

Nesta metodologia foi usado reator de microondas cientifico, onde 1 mmol de
1,4-naftoquinona e 1,5 mmol da amina correspondente foram solubilizados em 2 mL de
etanol e mantidos por 1 hora sob a irradiacdo de microondas. O sélido obtido foi filtrado
em papel de filtro quantitativo de filtragdo média e lavado com etanol PA.

5.3.2.1. Caracterizagao dos aminoderivados da 1,4-naftoquinona
rendimento obtido pela metodologia 1
2rendimento obtido pela metodologia 2
3rendimento obtido pela metodologia 3

2-(benzilamino)-1,4-naftoquinona (NQA)

sélido laranja brilhante; rendimento: 47%?, 75%?2, 71%?3; ponto de fus&o: 156 °C (154,7-
155,7 °C, CUNHA et al., 2010); IV (ATR cm™): v 3061; 3032; 3002 (N-H), 1680; 1592
(C=0), 2360; 2341 (C-N), 1558; 1440 (C=C); RMN 'H (CDCls): 5 8,12 (d, J = 5,00 Hz,
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1H, H-8), 8,08 (d, J = 5,00 Hz, 1H, H-5), 7,75 (t, J = 7,57 Hz, 1H, H-6), 7,64 (t, J = 7,57
Hz, 1H, H-7), 7,35 (m, 5H, H-12,H-13 e H-14), 5,81 (s, 1H, H-3), 4,40 (d, J = 5,67 Hz,
2H, H-10),; RMN 13C (CDCls): § 183,1 C-4, 181,9 C-1, 147,7 C-2, 135,9 C-11, 134,8 C-
6, 133,5 C-9, 132,1 C-7, 130,5 C-9a, 129,0 C-12 e C-13, 128,2 C-14, 127,6 C-8, 126,3
C-5, 101,8 C-3, 46,8 C-10.

2-(fenetilamino)-1,4-naftoquinona (NQB)

sélido vermelho brilhante; rendimento: 32%?, 52%?2, 40%?; ponto de fusdo: 145,1 °C; IV
(ATR cm): v 3060; 3036; 3031 (N-H), 2962; 2919: 2867 (C-H), 2360: 2341 (C-N),
1671; 1595 (C=0), 1618 1567; 1465 (C=C); RMN *H (CDCls): 5 8,12 (sl, 1H, H-8), 8,04
(sl, 1H, H-5), 7,74 (sl, 1H, H-6), 7,63 (sl, 1H, H-7), 7,36 (m, 5H, H-13, H-14, H-15), 5.80
(sl, 1H, H-3), 3,48 (sl, 2H, H-10), 3,01 (sl, 2H, H-11); RMN 3C (CDCls): 5 183,1 C-4,
181,7 C-1, 147,7 C-2, 137,8 C-12, 134,8 C-6, 133,6 C-9, 132,0 C-7, 130,5 C-9a, 128,9
C-13eC-14, 128,6 C-15,127,0 C-8, 101,0 C-3, 43,6 C-10, 34,3 C-11.

2-/(2 -hidroxipropil)amino]-1,4-naftoquinona (NQC)

sélido marrom; rendimento: 37%?, 15%?2, 71%?3; ponto de fusdo: 159 °C; IV (ATR cm™):
v 3292 (O-H), 2971; 2936; 2907; 2884 (C-H), 2359; 2342 (C-N), 1682; 1598 (C=0),
1623; 1564; 1470 (C=C):; RMN *H (CDCls): 8 8,10 (d, J = 7,57 Hz, 1H, H-8), 8,04 (d, J
= 7,57 Hz, 1H, H-5), 7,74 (t, J = 7,25 Hz, 1H, H-6), 7,63 (t, J = 7,25 Hz, 1H, H-7), 6,29
(sl, 1H, N-H), 5,77 (s, 1H, H-3), 4,16 (m, 1H), 3,28 (m, 1H), 3,15 (m, 1H), 1,34 (d, J =
5,99 Hz, 3H); RMN C (CDCls): § 183,2 C-4, 181,7 C-1, 148,2 C-2, 134,8 C-6, 133,5
C-9,132,1 C-7,130,5C-94, 126,3 C-8, 126,2 C-5, 101,1 C-3, 65,7 C-11, 49,4 C-10, 21,4
C-12.

2,27’-[etano-1",2 -di-ildi(amino)]-di-1,4-naftoquinona (NQD)

sélido marrom; rendimento: 27%?, 47%?2, 71%?3; ponto de fusdo: 144 °C; IV (ATR cm™):
v 3052 (N-H), 2958; 2936 (C-H), 2359; 2342 (C-N), 1682; 1591 (C=0), 1613; 1561;
1455 (C=C); RMN *H (CDCl5): & 8,11 (d, J = 5,67 Hz, 1H, H-8), 7,79 (d, J = 5,99 Hz,
1H, H-6), 7,55 (sl, 1H, H-7), 6,70 (s, 1H, N-H), 5,65 (s, 1H, H-3), 3,74 (g, J = 7,04 Hz,
2H, H-10); RMN *3C (CDCls): 6 138,7 C-6, 131,6 C-7, 127,1 C-8, 126,4 C-5, 102,3 C-3.

2-/(3°,3 -difenilpropil)amino]-1,4-naftoquinona (NQF)

slido marrom brilhante; rendimento: 58%?, 44%?2, 67%?3; ponto de fusdo: 152 °C; IV
(ATR cm™): v 3060; 3025; 2974; 2885 (C-H), 2360; 2342 (C-N), 1676; 1591 (C=0),
1620; 1566; 1466 (C=C); RMN H (CDCls): & 8,11 (d, J = 7,57 Hz, 1H, H-5), 8,05 (d, J
= 7,57 Hz, 1H, H-8), 7,74 (t, J = 7,57 Hz, 1H, H-6), 7,62 (t, J = 7,57 Hz, 1H, H-6), 7,33
(t, J = 7,57 Hz, 4H, H-14), 7,27 (sl, 4H, H-15), 7,23 (t, J = 7,57 Hz, 2H, H-16), 5,93 (sl,
1H, N-H), 5,65 (s, 1H, H-3), 4,03 (t, J = 8,04 Hz, 1H, H-12), 3,18 (dd, J = 6,62 Hz, 2H,
H-10), 2,47 (dd, J = 7,46 Hz, 2H, H-11); RMN 13C (CDCls): & 182,9 C-4, 181,9 C-1,
147,8 C-2, 143,6 C-12, 134,8 C-6, 133,6 C-9, 132,0 C-7, 130,5 C-9a, 128,8 C-15, 127,6
C-14, 126,7 C-16, 126,3 C-8, 126,2 C-5, 100,9 C-3, 46,9 C-10, 41,2 C-12, 33,8 C-11.

2-/(2’-hidroxietil)amino]-1,4-naftoquinona (NQG)

slido marrom brilhante; rendimento: 20%?, 42%?2, 39%3; ponto de fusdo: 156 °C (159,5-
160,2 °C, FIESER et al., 1948); IV (ATR cm™): v 3341 (O-H), 3058 (N-H), 2978; 2935;
2886 (C-H), 2360; 2342 (C-N), 1674; 1593 (C=0), 1553; 1467 (C=0); RMN 'H (CDCls):
68,11 (d, J =6,60 Hz, 1H, H-8), 8,06 (d, J = 6,60 Hz, 1H, H-5), 7,75 (t, J = 7,70 Hz, 1H,
H-6), 7,64 (t, J = 7,70 Hz, 1H, H-7), 6,26 (sl, 1H), 5,79 (s, 1H, H-3), 3,95 (t, J = 5,00 Hz,

47



2H, H-11), 3,40 (g, J = 5,00 Hz, 2H, H-10); RMN 13C (CDCl3): 5 148,2 C-2, 134,8 C-6,
132,1 C-7, 126,4 C-8, 126,2 C-5, 101,1 C-3, 60,0 C-11, 44,4 C-10.

2,2"’-[butano-1’,4 -di-ildi(amino)]-di-1,4-naftoquinona (NQH)

sélido vermelho escuro; rendimento: 93%?, 85%72, 95%3; ponto de fusdo: 165 °C; IV
(ATR cm): v 3281 (N-H), 2937 (C-H), 2853 (C-H(, 1675; 1603 (C=0); RMN H
(DMSO-ds): 6 7,96 (d, J =7,25 Hz, 1H, H-2), 7,93 (d, J = 7,25 Hz, 1H, H-5), 7,71 (t,J =
7,00 Hz, 1H, H-3), 7,58 (t, J = 5,99 Hz, 1H, H-4), 5,67 (s, 1H), 3,17 (m, 2H), 1,35 (m,
2H); RMN *C (DMSO-dg): & 182,1 C-4, 181,7 C-1, 149,0 C-2, 135,3 C-6, 133,7 C-9,
132,6 C-7, 130,9 C-9a, 126,3 C-8, 125,8 C-5, 99,6 C-3, 42,3 C-10, 27,7 C-11.

2,2"’-[hexano-1’,6 -di-ildi(amino)]-di-1,4-naftoquinona (NQI)

sélido laranja escuro; rendimento: 60%:!, 70%?2, 84%?; ponto de fusdo: 126 °C; IV (ATR
cmY): v 3267 (N-H), 2937 (C-H), 2852 (C-H), 1675; 1603 (C=0); RMN *H (DMSO-ds):
87,95 (d, J = 6,94 Hz, 1H, H-8), 7,92 (d, J = 7,88 Hz, H-5), 7,70 (m, 1H, H-6), 7,60 (m,
1H, H-7), 5,72 (s, 1H, H-3), 3,21 (sl, 2H, H-10), 1,65 (sl, 4H, H-11 e H-12); RMN 1C
(DMSO-ds): 6 181,7 C-1; 133,6 C-9; 126,3 C-8; 132,6 C-7; 135,3 C-6; 125,8 C-5; 130,8
C-9a; 182,1 C-4; 99,8 C-3; 149,0 C-2; 42,0 C-10; 39,1 C-11; 25,2 C-12.

2,2"’-[octano-1’,8 -di-ildi(amino)]-di-1,4-naftoquinona (NQJ)

S6lido marrom claro; rendimento: 56%?!, 77%?2, 90%?; ponto de fusdo: 130 °C; IV (ATR
cm): v 3355 (N-H), 2952 (C-H), 1674; 1598 (C=0); RMN *H (DMSO-de): 5 7,96 (d, J
= 7,25 Hz, 1H, H-8), 7,70 (m, 1H, H-6), 7,55 (m, 1H, H-7), 7,93 (d, J = 7,57 Hz, 1H, H-
5), 5,65 (s, 1H, H-3), 3,14 (sl, 2H, H-10), 1,28 (sl, 6H, H-11, H-12, H-13); RMN C
(DMSO-ds): 6 181,6 C-1, 133,7 C-9, 126,3 C-8, 132,5 C-7, 135,3 C-6, 125,8 C-5, 130,8
C-9a, 182,0 C-4, 99,6 C-3, 148,9 C-2, 42,3 C-10, 29,2 C-11, 27,7 C-12, 26,9 C-13.

2-(4 -metoxifenetilamino)-1,4-naftoquinona (NQK)

Solido vermelho escuro; rendimento: 44%?, 59%?2, 64%?3; ponto de fuso: ndo obtido; 1V
(ATR cm™): v 3339 (N-H), 3044; 3005; 2946; 2908 (C-H), 2866; 2831 (C-H), 1670; 1595
(C=0); RMN *H (CDCls): 6 8,03 (d, J = 7,57 Hz, 1H, H-5), 8,02 (d, J = 7,57 Hz, 1H, H-
8), 7,74 (t,J = 7,41 Hz, 1H, H- 6), 7,62 (t, J = 7,41 Hz, 1H, H-7), 7,15 (d, J = 8,51 Hz,
2H, H-13), 6,90 (d, J = 8,51 Hz, 2H, H-14), 5,98 (sl, 1H, N-H), 5,80 (s, 1H, H-3), 3,81
(s, 3H, H-16), 3,44 (q, J = 6,73 Hz, 2H, H-10), 2,94 (t, J = 7,09 Hz, 2H, H-11); RMN 3C
(CDClz): 6 182,9 C-4, 181,7 C-1, 158,6 C-15, 147,9 C-2, 134,8 C-6, 133,6 C-9, 132,0 C-
7, 130,5 C-9a, 129,7 C-12, 128,6 C-13, 126,3 C-8, 126,2 C-5, 114,3 C-14, 100,9 C-3,
55,3 C-16, 43,9 C-10, 33,5 C-11.

5.4. Ensaios Biologicos

5.4.1. Ensaio para avaliacdo da atividade antibacteriana
Os ensaios para determinacéo da atividade antibacteriana foram realizados no
Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospec¢cdo em Fungos, do Instituto
Oswaldo Cruz (I0C) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) pela Dra. Rojane de
Oliveira Paiva e Dra. Gisela Lara da Costa.

5.4.1.1. Preparacdo e padronizacdo dos in6cuos

Neste ensaio os aminoderivados da naftoquinona sintetizados neste trabalho
foram testados contra 9 bactérias padrdo: 4 gram-positivas (Bacillus subtilis INCQS
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00001, Enterococcus faecalis CCBH 5069, Staphylococcus aureus INCQS 00015 e
Bacillus cereus INCQS 00304) e 5 gram-negativas (Escherichia coli CCBH 3860,
Klebsiella pneumoniae INCQS 000532, Pseudomonas aeruginosa INCQS 00099,
Acinetobacter baumannii CCBH 24360 e Klebsiella pneumoniae ATCC 70063 f-
lactamase positiva).

Um fragmento da bactéria foi transferido para placa de Petri contendo meio de
cultura Mueller Hinton Agar e incubadas por 24 horas. Apés o periodo de incubacéo, as
culturas foram padronizadas em 3,4 x 108 UFC/mL. Em seguida foi feita uma diluigdo de
forma que a concentracio final fosse de 10" UFC/mL e a soluc&o foi inoculada em placa
de Petri contendo meio de cultura e incubada por 24 horas, a 37 °C.

5.4.1.2. Determinacédo da concentracdo inibitdria minima para as bactérias (CIM)

A determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitoria Minima) foi realizada através
de ensaios em microplacas.

Os aminoderivados da 1,4-naftoquinona foram solubilizados em DMSO e em
seguida diluidas com agua destilada, para obtencéo de uma solucéo de concentragdo 1,0
mg/mL. As solu¢des foram aplicadas, em diluicdo seriada, em placa de micropogos
contendo a cultura bacteriana. Foram testadas 8 concentragdes diferentes, que variaram
de 500 — 3,9 pg/mL.

Como controle positivo foi utilizado o antibidtico padrdo cloranfenicol, em
diluicéo seriada, e sua concentracédo variou de 64 — 0,5 ug/mL. Além do controle positivo
foram feitos um controle com DMSO, para testar a influéncia do solvente sobre a cultura
de bactérias, um controle de crescimento, para verificar a viabilidade das bactérias
testadas e um teste de esterilidade, para controle da ndo-contaminacdo por outros
microrganismos.

As microplacas foram incubadas a 37 °C, durante a noite. No dia seguinte foram
aplicados 20 pL de solucéo de cloreto de p-iodonitrotetrazolio (p-INT) em todos 0s pogos
das microplacas e incubadas por 1 — 2 horas, a 37 °C, para revelagcdo. O crescimento
bacteriano foi indicado pela coloracdo vermelha. Se a coloracdo dos pocos permanecer
inalterada apés adicdo do revelador p-INT significa que houve inibicdo do crescimento
bacteriano naquela concentracao.

5.4.2. Ensaio de interacdo entre albumina sérica bovina (ASB) e os aminoderivados
da 1,4-naftoquinona biologicamente ativos
5.4.2.1. Estudo de fluorescéncia estacionaria
Em uma cubeta de quartzo foi adicionado um volume de 3,0 mL de solugéo de
ASH (concentragdo 1,0 x 10° M em tamp&o PBS — pH = 7,4). O espectro de emissdo para
albumina foi obtido utilizando fluorimetro Jasco J-815 e comprimento de onda de
excitacdo de 280 nm. Foi utilizada no ensaio de fluorescéncia solucdo estoque dos
compostos NQA, NQC e NQG de concentragio 1,0 x 103 M. Foram adicionadas & cubeta
aliquotas sucessivas de solu¢do dos compostos, obtendo concentra¢@es de 0,17, 0,33,
0,50, 0,66, 0,83, 0,99, 1,15 e 1,32 x 10° M e foram feitas as leituras, observando se ha
supressdo da fluorescéncia da proteina pelos compostos. Os dados obtidos foram tratados
no programa Origin 8.1, para obtencéo dos graficos.
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ANEXO XVIII — Espectro de RMN *C DEPTQ em CDClI3 (125 MHz) para o composto NQG
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