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Resumo

Lapachol, o-lapachona e [p-lapachona s80 naftoquinonas naturais
encontradas principalmente em éarvores do género Tabebuia. O estudo destas substancias
tem sido motivado principaimente pela diversidade de suas atividades bioldgicas, que
incluem acgdo tripanomicida, virucida, inibicdo de enzimas topoisomerases entre outras.

Neste trabalho estudamos a reatividade das carbonilas da quinona [3-
lapachona com variados reagentes na formacdo de: anéis dioxano com derivados do
estilbeno via processo fotogquimico e também com enaminas, fenazinas a partir de
diaminas; 1,3-dioxal com uso de diazocompostos e ainda acetilagdo redutiva com anidrido
acético e zinco.

Trans-estilbeno, 4,4-dinitro  ou 4,4'-dimetdxi-estilbbeno  ndo  tiveram
sucesso nas irradiacbes com a P-lapachona, entretanto 2,3-difenil-dioxeno forneceu um
produto de ciclizagdo (aduto de Schonberg) com 86% de rendimento. O composto formado
com as enaminas 1-piperidino ou 1-morfolino-cicloexeno ndo foram estaveis. Dentre os
diazocompostos testados apenas difenil-diazo-metano forneceu produto. As fenazinas
preparadas com etileno-diamina e 5,6-diamino-uracil deram rendimentos razoaveis.

A elucidacdo estrutural dos produtos e intermediarios foi realizada por
espectroscopia de 1V, E.M., RMN de 14 e de 13c. As técnicas de DEPT, correlagdo
homonuclear 1Hx1H, heteronuclear tHx13C foram utilizadas para auxiliar a elucidacéo de

alguns compostos obtidos.

Célculos de modelagem molecular (AM1) foram realizados para

corroborar os resultados obtidos e sugerir a sintese racional de novos compostos a partir da

[-lapachona.
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Abstracts

Lapachol, a- and B-lapachone are natural naphthoquinones found mainly
in trees of the genus Tabebuia. The study of these substances has been stimulated mainly
by the diversity of their biological activitys such as: trypanocidal, virucidal and inhibition
oftopoisomerase enzymes, among others.

In this work we studied the reactivity of the carbonyls of the quinone -
lapachone with various reagents in the formation of: dioxane rings, with stilbenes derivates
through a photochemical process and, thermaly, with enamines, phenazines from 11,2-
diamines; 1,3-dioxals from diazocompounds, and also reductive acylation with acetic
anhydride and zinc.

Trans-stilbene, 4,4'-dinitro- and 4,4'-dimethoxy-stilbene did not cyclize
successfully by irradiation with [-lapachone, however, 2,3-di-phenyl-dioxene supplied a
cycgization product (Schonberg adduct) with 86% yield. The compounds formed with
enamines 1-piperidine- and 1-morpholine-cyclohexene were partially characterized, but
were not stable. Among the diazocompounds tested diphenyl-diazo-methane was the only
one to give a 1,3-dioxolone product. From ethylene-diamine and 5,6-diamino-uracil
phenazines were prepared in reasonable yields.

The structural elucidation of the products and intermediates was
accomplished by IR, MS, NMR 14 and of 13¢ spectroscopies. The techniques of DEPT,
homonuclear 1HxIH and heteronuclear Hx13C correlation were used to aid the
determination of some stmctures.

Molecular modelling calculations (AM1) were perfomed to corroborate

the obtained results and to suggest rational synthesis of new compounds from p-lapachone.

XXi



1 INTRODUCAO

1.1 QUINONAS NATURAIS: OCORRENCIA E USOS.

Compostos do tipo dienonas ciclicas conjugadas sio geralmente
chamados de quinonas. De acordo com o sistema aroméatico ao qual se relacionam, podem
ser classificadas como benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas, entre outras. As
1,2 e 14-dicetonas quindnicas sdo conhecidas como orto- e para-quinonas,

respectivamente. Compostos meta-quinondides sdo instavels e conhecidos apenas sob as

formas radicalares.
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Figura 1 - Principais tipos de quinonas encontradas na natureza.

As quinonas estdo largamente distribuidas na natureza, sendo conhecidos
mais de 1500 compostos pertencentes a esta classe, encontrados em bactérias, liquens,
fungos e em animais, como ourigos-do-mar e alguns artropodes. Em plantas superiores as
antraquinonas estdo presentes principalmente nas familias das rubiéceas, cesalpinaceas,
ramnéceas, poligonéaceas, liliaceas e verbenaceas.

Naftoquinonas ocorrem em bignoniaceas, juglandaceas, plumbaginaceas,
boraginéceas, litraceas, ebenaceas e droserdceas, entre outras familias. Benzoquinonas

aparecem com mais freqiéncia em mirsinaceas, boraginaceas, iridaceas e primuléceasz,



além de serem encontradas em aracnideos, miridpodes, besouros, cupins e, como parte do
mecanismo de defesa, em alguns artropodes.

A reducdo de quinonas a quindis e a oxidacdo destes a quinonas sdo
processos bastante comuns e, em alguns casos, de importanciabioldgicae industrial.

A hidroquinona é amplamente empregada como agente redutor de haleto
de prata no processo de revelacdo de fotografias. Apesar de complexo em detalhe -
inclusive devido a presenca de outros reagentes na solucdo reveladora, a formacdo de
intermedidrios como o anion radical semiquinona, etc. - este processo pode ser resumido
pela reacdo abaixo (Figura 2), que é catalisada pela presenca de atomos de prata,

previamente formados pela acéo direta da luz.

OH o
© +2AgBr ——» E:j +2Ag°+2HBr

OH hidroquinona O benzoquinona

Figura 2 - A hidroquinona narevelacéo de fotografias.

Plasioquinonas e a filoguinona (vitamina k1), estdo presentes em quase
todos tecidos que realizam fotossintese, enquanto ubiquinonas, e.g., coezima Q10 (n =10),
participam como transferidores de elétrons em complexos multienzimaticos da cadeia

respiratoria, responsaveis pela formagéo de fosfatos de alta energia]"2e3 (Figura 3).
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Figura 3 - Quinonas importantes em processos biol gicos.

A maior parte das quinonas naturais sdo antraguinonas.

A alizarina, obtida das raizes de Rubia tinctorum L. (rubiéceas), é
utilizada pela humanidade desde tempos remotos. antigos egipcios, persas, gregos,
romanos e indios®. Esta planta foi um dos primeiros corantes a ser usado pelo homem,
que também a usufruiu para sua dieta e como alimento para animais. Os 0ssos destes
animais adquiriam coloracdo vermelho-plrpura, pela ligacdo do composto com o tecido em
calcificacdo. Este composto ainda € usado como matéria-prima de outros corantes, como
indicador acido -base e em testes de aluminio, mercurio, zinco e zirconio (Figura 4).

Vérias antraguinonas, por exemplo, a emodina, tem propriedades
laxativas e eram utilizadas por &rabes ja no século IX, em extratos de espécies vegetais
conhecidas como céscara-sagrada (Rhamnus purshianus, ramnéceas), babosa (Aloe ferox
Miller, asfodelaceas) e sene (Sena alexandrina Miller). A aloe-emodina é utilizada como

matéria-prima para a sintese de antibiéticos do grupo das antraciclinasz(Fi gura 4).
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Figura 4 - Antraquinonas de usos farmacolégicos e industrial.



A lawsona é uma das nafloquinonas mais simples encontradas em
produtos naturais, sendo extraida sem muitas dificuldades, com carbonato de sddio aguoso,
das folhas de hena (Lawsonia mermi, litraceas). HA registros da mimia de uma princesa
egipcia que teria vivido em cerca de 1400 a.C2, ja com os cabelos tingidos por esta planta3.
A juglona, isdbmero da lawsona, obtida de Juglans regia L. (juglandaceas), tem sido
utilizada industrialmente como corante (Natural Brown 7) e também como indicadora de

pH e, além disso, possui propriedades alelopéticas: € produzida e excretada para o ambiente

pela planta afim de inibir a germinacéo de outras plantas competidoras (Figura 5).

(0] o)
o lawsona OH O juglona

Figura5 - Naftoquinonas naturais de uso industrial.

A chiconina, um pigmento vermelho, foi extraida inicialmente das raizes
de Alkanna tinctoria Tausch (boraginiceas) e foi a primeira substancia obtida
comercialmente por cultura de células vegetais - a producdo em larga escala foi obtida a
partir de outra planta da mesma familia, Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc.
Comparada com as demais quinonas esta nafloquinona é a de maior valor comercial como
pigmento. A molécula enantiomérica, levigira, da chiconina € conhecida como alcanina e
é utilizada como corante para cosméticos e alimentos (Natural Red 20) e também na

microdeterminacdo espectrofotométrica do berl’lioz(Figura 6).
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Figura 6 - Naftoquinonas enantioméricas usadas como pigmentos.

O lapachol e seus isdmeros o-lapachona e B-lapachona (Figura 7) séo
naftoquinonas que estdo presentes em diversas plantas, principalmente na familia das
bignoniaceas, destacando-se 0 género Tabebuia (Tecoma)4. Estes compostos apresentam

atividades bioldgicas interessantes, tais como, tripanomicida, antimalérica5, antibacteriana e

fungicida 6, inibigio de HIV-14° e anti-tumoral’.
O presente trabalho se dirige para essas naftoquinonas e mais

especificamente para a [-lapachona.
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Figura 7 - Naftoquinonas: Lapachol e lapachonas.

1.2 BIOSSINTESE DE NAFTOQUINONAS

As quinonas em geral podem se formar por oxidacdo de compostos
fendlicos resultantes das rotas do chiquimato ou do acetato, e as porgles terpénicas
(isoprénicas) contidas em varias quinonas vém pela rota do mevalonato. No caso do

lapachol, a combinacao de isocorismato (rota do chiquimato) e acido 2-oxoglutérico leva a



o-succinilbenzoato que, apo6s ciclizacdo, sofre isoprenilacdo (que é a adicdo de fragmento

proveniente da rota do mevalonato)l'g’9 (Figura 8).
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Figura 8 - Rota biossintética do lapachol e outras quinonas.

Na figura 9 mostra-se o metabolismo do lapachol por Penicillium
notatum, que produz um epdxido na cadeia ciclica, seguindo-se a abertura desse ciclo e
formacdo de carboxilato. Em contraposicdo, observou-se a oxidacdo da cadeia lateral com
Beauveria sulfurescens e Streptomyces albus, formando-se o lomatotato, lomatiol e o
acetato do lomatiol .

Interessantemente, outras referéncias indicam que o lapachol pode ser
biotransformado para a desidro-o-lapachona (xiloidona) com o uso de Penicillium

10

notatum e Curwularia lunatall. Posteriormente verificou-se que a enzima deguelina



ciclase, obtida de Tephrosia vogellii possuia a mesma habilidade de transformacao,

sugerindo-se que esses microorganismos continham enzimas semelhantes'?

@% SR
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Figura 9 -Metabolismo do lapachol.

1.3 LAPACHOL E SEUS DERIVADOS

O lapachol é conhecido desde 1858 mas s6 foi isolado em 1882, por
Paterné> A quimica desta quinona foi muito estudada por Hooker entre 1896 e 1935.
Grande parte do trabalho de Hooker tornou-se publico pelas maos de Fieser, em nome do

a|l3

autor origina—>, apds a sua morte.

1.3.1 Fontes naturais
Na familia das bignoniaceas encontram-se cerca de 700-800 espécies
distribuidas por mais de 100 géneros, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais. Varias

naftoquinonas foram isoladas dessa familia, embora nem todas as espécies apresentem essa



classe de compostos, como exemplo, Tecoma stans, Tynnanthus chumanianum, Memora
parviflora, Memora flavida e Pachyptera herere’
O lapachol foi isolado originamente na espécie Tabebuia avellandae
onde é encontrado em grandes quantidades7- no cerne foram encontrados entre 3 e 4% 14.
Esta arvore é conhecida popularmente como ipé-roxo, ipé-preto, ipé-rosa,
ipé-roxo-do-mato, ipé-cavatd, pau-d'arco ou lapacho. Floresce com espetacular beleza
entre 0s meses de junho a agosto e seus frutos amadurecem entre agosto e novembro.
Ocorre, no Brasil, do Maranhdo ao RS, sendo mais freqiente no MS e de SP até RS.
Quando adulta pode atingir de 20 a 35 m de altura com 60 a 80 cm de didmetro. Em sua
madeira (densidade= 1,03 g/cm3), pode-se ver cristais de lapachol, ao qual se atribui papel
na defesa ao ataque de agentes que tendem a deteriorar outras madeiras;, devido a essa
resisténcia o ipé-roxo € usado em construcfes pesadas, como postes, pontes, eixos de rodas,
além de ser uma das espécies de ipé mais utilizada no paisagismo na regido sul do Brasil 1°.
Dessa espécie foram obtidas ainda p-lapachona, o-lapachona e desidro-a-lapachona

(xiloidona), além de oito furano-naftoquinonas, nove antraquinonas e outras substancias.

14 16

O ipé-amarelo é considerada a flor nacional do Brasil. Uma das arvores
com este nome € a Tabebuia ochracea, também conhecida como pilva-cacuda, ipé-pardo
ou pau-d'arco-do-campo, cujas folhas sdo usadas como cha para doencas venéreas e fins.
Do seu tronco foi isolado o lapachol (0,001%) e treze furanonaftoquinonaslS. Outro ipé-
amarelo muito conhecido da regido de Belo Horizonte (MG) é Tabebuia serratifolia, rica
em iapachol (5% na madeira) além de tecomaquinona | (raro exemplo de pigmento verde

além de clorofila), desidro-a-lapachona e desidro-iso-a-lapachona. A Tabebuia incana é



também conhecida como ipé-amarelo e é encontrada na Amazdnia; em seu tronco foram

encontrados a desidro-iso-a-lapachona e alguns derivados, aém de lapachenol e

tecomaquinona |17 (Figura 10).
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Figura 10 - Quinonas naturais analogas ao lapachal.

Lapachol, lapachonas e outros derivados (com grupos hidroxila, metila e

metoxila como substituintes) encontram-se em diversas outras espécies, como Mansoa

18, Markhamia platycalyx, Bignonia Unguiscatilg, Newbouldia laevis?0 21, 22,

3

alliacea
Catalpa Ovata® , Ekmanianthe Iongiflora24, Tectona grandis (verbenéceas)25, Lundia
densiflora, Zehyheria montana e Zehyheria tuberculosa7; distribuidas em diversas regides
do mundo: india, Japdo, China, Cuba, oeste da Africa, além do Brasil. Muitas dessas
espécies tém sido utilizadas na medicina popular para doencas de pele, afeccBes urindrias e
contra tumores e infec¢des bacterianas.

Fungos sdo os principais causadores do decaimento da qualidade de
madeiras gerando sérios problemas nos seus produtos manufaturados e nas carpintarias.
Estudos, realizados na Malésia, de arvores usadas para esses fins comerciais, com extratos
em diclorometano das espécies Tabebuia chrysantha, Oroxylum indicum, Fernandoa
adenophylla e Jacarandaficifolia, demonstraram atividade anti-fingica, com excegdo da

Jacaranda filicifolia, Unica das espécies na qual ndo estavam presentes o lapachol e a p-

lapachona; isto permitiu a suposicdo de que estes compostos S80 0S principais responsaveis



10

pela atividade apresentada. Estudos microscopicos comprovaram a inibicdo do
desenvolvimento de filamentos de fungos com o0 uso dessas substé\ncias.26

Em contrapartida, Fomes annosus € um fungo que causa a morte de
células das arvores em que se hospeda, provavelmente devido a producéo de lapachol e da

incomum 8-meti|-a-|apachona27.

1.3.2 Atividades biologicas

Como jé& dito, o lapachol e seus isdmeros oMapachona e B-lapachona tém
sido alvo de interesse farmacol 6gico.

O lapachol possui atividade anti-inflamatéria em animais de laborat6rio
mais eficaz que a fenilbutazona em casos agudos induzidos pela carragenina. Conseguiu-se
100% de éxito em pacientes portadores de bursite e tendinite e nos casos de otites e
sinusites agudas e cronicas, os resultados foram muito satisfatérios, com 95,2 e 92% de
eficiéncia, respectivamente7.

Estudos recentes mostraram que o lapachol e alguns derivados obtidos da
lawsona sdo agentes com grande toxidez para moluscos. Pesquisas com o caracol
Biophalaria glabrata apresentaram DLgp<10 ppm para o animal e a massa de seus ovos

teve DLgp<0,2 ppm para seus ovos2

8,29 Atividade moluscicida é interessante pelo fato de
caramujos serem 0s reservatorios de seres que produzem doengas como a esquitossomose.
A observacdo de atividade antimaldrica do lapachol e hidrolapachol
(derivado com a cadeia isoprénica hidrogenada) levou Fieser a desenvolver a sintese de
uma enorme serie de 2-aquil-3-hidroxi-l,4-naftoquinonas, geralmente a partir da lawsona,

durante a Segunda Grande Guerra3o.
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Em outro estudo, tanto o lapachol quanto a [-lapachona apresentaram

31

atividades bactericida e fungicida®, sendo que a segunda é mais eficaz nos dois casos.

Ambos os compostos, de forma geral, foram superiores ao tradicional cetoconazol usado

como referénei a6.

Devido a sua acdo citostatica, o lapachol foi empregado em ensaios
clinicos contra tumores. Houve regressao definitiva em 30% dos casos de pacientes
portadores de neoplasias, pesquisados pelo grupo do Instituto de Antibioticos, Recife, PB.
Por outro lado, embora ja tenha sido usado cIinicamente32, pesquisas realizadas nos Estados
Unidos da América demonstraram problemas gastrointestinais, anemias e aumento no
tempo de coagulacdo, quando utilizado o capachol em doses necessarias para atingir niveis
plasmaticos eficazes’.

Estudos com ratos mostraram que o lapachol é toxico para embrides -
100% de mortalidade - em doses atoxicas para as o grupo maternal (0,025 g/kg), enquanto
a DLgq foi de 1,6 g/kg de massa corporal dos ratos33.

A substituicdo da hidroxila do lapachol por aminas heterociclicas foi feita

pela simples adicdo, a t.a, com bons rendimentos3* (Figura 11). Um desses derivados teve

atividade anticancerigena até dez vezes superior ao Iapachol35.
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Figura 11 - Formagdo de enamina a partir do lapachol com aumento de atividade anticancerigena.

Liu e col..consideraram a [-lapachona uma promissora droga anti-

inflamatori a.36
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O protozodrio Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenga de
Chagas, que incide principalmente em paises tropicais e subtropicais da América Latina,
com poucos casos descritos na América do Norte. Estima-se que 24 milhGes de habitantes

37

estegam contaminados e 65 milhdes vivem em &reas de risco®’. A B-lapachona estimula a

producdo de agua oxigenada (H2Oo) e superdxido (Oo) que danificam em diferentes niveis

538, e inibe a sintese

as células das bactérias Bacillus stearothermophilus e Bacillus subtili
de proteinas, de ADN e ARN, dos espimastigotos de T . cruzi; a o-lapachona né&o
apresentou atividade. Utilizando concentracdo 4 uM de B-lapachona ocorreu a maxima
velocidade de liberagdo de HOp, levando a um aumento de producdo de peroxido e
superoxido de 2,5 e 4,5 vezes, respectivamente - usando NADH como substrato3?: 40, 41, 42,
43, 4 o estudo com outras naftoquinonas andlogas demonstrou maiores atividades de
inibicdo que as drogas cléssicas nifurtimox e benznidazol37'45; além disso a 3-ail-p-
lapachona 3 demonstrou capacidade de esterilizar o sangue chagésico (em bancos de
sangue), um importante avo na profilaxia da doenca.

Verificou-se que a o-lapachona e seu derivado 3-alilico possuem similar
potencial de reducdo similares, enquanto que o da a-lapachona é menor. Uma breve

comparagdo entre esta propriedade46 das quinonas e a atividade tripanomicida37

sugere que
quanto maior a facilidade de reducdo, maior também a atividade bioldgica; as quinonas CG,
derivadas da a-lapachona, tém praticamente a mesma capacidade de producdo de peréxido

e superéxido47 (Figura 12).
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Figura 12 - Drogasusadasnainibicdo de T. cruzi e derivados da -1lapachona.

Nos Ultimos vinte anos morreram mais de 98.000 pessoas de AIDS no
Brasil. Atualmente sdo 530 mil soropositivos e 196 mil ja& desenvolveram a doenca. Cerca
de 100 mil sd3o tratados com coquetel gratuito - o preco de cada frasco, suficiente para 28
dias, pode atingir 1500 reais48. De acordo com Li e colaboradores, tanto a 3-alil-f-

lapachona como a f-lapachona (Clgg = 0,3 uM) inibiram a replicagdo do HIV-1, sem

diminuir a sobrevivéncia da célula hospedeira49.

Os crescimentos anormais de células sdo chamados de tumores, podendo
ser benignos - geralmente permanecem em seu local de origem e s&o bem diferenciados,
crescendo como massa coesiva - ou malignos, quando ocorre falta de diferenciacéo
(anaplasia), seguida de infiltragdo progressiva em tecidos vizinhos, podendo haver
disseminagdo por metastases - células malignas passam aos vasos sangliineos, apOs ruptura
da membrana basal, e se disseminam pelo organismo. Os tumores malignos sao
normalmente chamedos de cancer®®: °2

Apopiose e necrose sdo as duas principais formas de morte celular.
Quando uma célula é afetada por fatores externos, por exemplo radiagdo ou

microorganismos, os danos podem ser irreparaveis e ocorrer 0 rompimento da membrana

plasmatica liberando seu conteldo para o fluido extracelular, produzindo um efeito irritante
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nas células vizinhas desencadeando um processo inflamatoério - também conhecido como
necrose.

Como fora professado... "para tudo h& seu tempo". Assim, independente
da necrose, as células tendem a morrer dando lugar a outras mais novas, que sdo geradas
pelo organismo; esta morte celular programada é muitas vezes chamada de apoptose.
Defeitos ou reparos incompletos provocados ao ADN podem se tornar carcinogénicos; e a
geracdo de novas células, sem a devida morte das antigas (apoptose), gera um crescimento
anormal da populacéo celular formando ostumoresSz.

As tOpOISOmerasessao enzimas importantes presentes em, desde bactérias
até o homem, que desempenham papéis vitais em varios processos no metabolismo celular,
como transcricdo, replicacdo, recombinacdo e segregacdo durante a divisdo celular™l A
topoisomerase-| catalisa uma quebra transitéria em uma das fitas da hélice dupla do ADN,
passando uma fita intacta do ADN através da fita quebrada, e depois refazendo a ligagéo,
sem que haja consumo global de energia. J& a topoisomerase-11 catalisa uma quebra
transitéria nas duas fitas de um segmento do ADN e depois refaz as ligacdes, apos alterar o
espiralamento da dupla hélice. Canceres de ovério, de cdlon e leucemia linfotica mostram
altas concentracbes de topoisomerase-l e 1192, A inibicdo dessas enzimas induz a célula a
apoptose53. De acordo com a literatura, a B-lapachona ndo age diretamente sobre o ADN 54,
mas exerce, sim inibicdo de enzimas ativas, tais como ADN-poIimerase55, poli(ADP-
ribose) sintetase56 e topoisomerase-1,57, 58, 51 induzindo a apoptose em células cancerosas,

62 59

em casos de leucemia™, cancer de mama 6

e de prostata 0 Sua atividade supera a de outras

substancias classicas na inducdo de apoptose, como os alcadides campoptecinaGl, e

topotecan62. Além disso a B-lapachona apresenta um sinergismo com irradiacbes de raios-



15

x 83, 64, 65, 66 ¢ y\/67 59 inibir a topoisomerase-1, uma vez que esta participa do reparo da

lesdo causada no ADN (lapachol e ot-lapachona ndo apresentaram tal propriedade68).

A B-lapachona mostra-se sobre células KB, usadas em testes preliminares

- . A 32

para quimioterapia do cancer®“.
O tempo de vida de galinhas infectadas com o virus S-R (sarcoma de
Rous) foi prolongado com doses bem toleradas de 31,3 ou 15,6 mg/kg, em doze doses
didrias, da mesma forma ratos infectados com virus da leucemia de Rauscher também
aumentaram seu tempo de vida com doses de 125mg/kg; observou-se que 62,5mg/kg foram

inativos, enquanto 250 mg/kg encurtaram o tempo de sobrevivénciate,

A inibicdo da transcriptase reversa de oncornavirus pela [-lapachona foi

também relatada69’ 70.

A investigacdo do mecanismo de acdo da B-lapachona sobre células

tumorais mostrou que esta ndo atua diretamente sobre o ADN. Acredita-se que o

71

mecanismo esta relacionado com a geracdo de perdxidos e superoxidos'—, através de oxi-

reducdo ciclica da -Iapachona72’ 3,74 Alguns autores que defendiam esse mecanismo
publicaram recentemente um trabalho sugerindo que a inducdo de apoptose em células
humanas de céncer é independente do stress oxidativo’>. Outros autores admitem que a j-
lapachona age sobre a enzima topoisomerasell76’ 77, provavelmente pela interacdo com

grupos sulfidrilicos de cisteina contidos nesta enzima - a humana possui cerca de 50

residuos desse aminoacido’™® A afinidade da B-lapachona por grupos tidis ja foi descrita

79 78

anteriormente Investigando este mecanismo, Neder'® e col..utilizaram o 2-mercapto-

etanol como modelo em substituicdo a enzima topoisomerase-l1l e verificaram que o
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produto principal da reacdo com a f-lapachona se forma por uma adicdo de Michael ao

carbono C-11 (Figura 13; ver numeragéo na Figura 7).

0
0

“ HS(CH;);0H O‘

o]
OH
O

benzeno
o] ta, 30m|n OH
HO
o/j
-
MeOH (11%)
(86%)

S{(CH,),0H 0
Figura 13 - Adicdo de Michael de tiol a p-lapachona

1.3.3 Sinteses de Lapachol e alguns derivados

A primeira sintese do lapachol foi realizada por Fieser, em 1927 (Figura

14)80,
0

Q'pg+
s
EtZO /0°C
!

sal de prata

da lawsona Iapachol (5%)

Figura 14 - Sintese do lapachol pelo método de Fieser.
As congéneres a- e B-lapachona sdo menos abundantes que o lapachol na
natureza, porém podem ser obtidas de forma fécil a partir deste, pela ciclizacdo &cida com

&cido cloridrico concentrado a quente ou com &cido sulfarico concentrado a frio,
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respectivamente; além disso, essas lapachonas podem ser interconvertidas com esses

mesmos  &cidos®L (Figura 15).

o
S N
r 0
o B /\\\T P /\\\//
o HS04/ 0°C ) | HCI! &
[ R % lapachol 0
L ! I
\ //\ e ;‘ 0.
} T \ HCI/ A 1 Y \1‘( \f
pB-lapachona O\\ / < > K\‘ //KN /&\//
< HyS04/0°C I

N

a-lapachona O

Figura 15 - |somerizagdo de lapachol o-e B-lapachona e interconversdo das mesmas.

As furanonaftoquinonas a- e B-nor-lapachona foram sintetizadas durante

o trabalho pioneiro de Hooker para elucidacdo estrutural do lapachol. Outras

8

furanonaftoquinonas derivadas foram, posteriormente, sintetizadas 2, 83, 84 Essas quinonas

podem ser obtidas pela mesma ciclizagdo usando-se nor-lapachol e os acidos mencionados.

O nor-lapachol pode ser obtido, a partir de lapachol, pela degradagdo de Hooker utilizando

85

permanganato de potassio em meio bésico™, porém Fieser descreveu que o rendimento é

maior (87%) com o uso de HoO», carbonato de sodio e sulfato de cobre 1186, 81 (Figura 16).

0 0

OH A OH
~ \/ 7 HO I OH (7 7

JE—— i; zz
Y | + CO
~ /& R CuSO, K\/\/kR >

O (o)

X

Figura 16 - Rearranjo de Hooker.

Condensando isopreno  (2-metil-butadieno-1,3) com leucoisonaftarazina

(1,2,3,4-tetra-hidroxi-naftaleno), Gates e Moesta obtiveram lapachol e outro isbmero em

baixos rendimentos (3%)87.
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O método de Fieser para a sintese do lapachol continuou sendo usado

com modificacdes, na reacdo de sal da lawsona, preparado com hidréxido de poté\ssio88 ou

hidreto de litio a -78°C em DMSOSg, com 1-bromo-3-metil-buteno-2, obtendo-se
rendimentos de 48% e 40%, respectivamente.

Aldeidos o,B-insaturados substituidos na posicao p (citral, farnesa e fital)
produziram varios analogos da o-xiloidona, numa Unica etapa com rendimentos de 33% de
produto puro. Estes compostos sdo facilmente hidrogenados com Pd/C para os
correspondentes anadlogos da B-lapachona (93%) e posteriormente isomerizados com
HoSO4 para a forma beta (90%) 90 (Figura 17). Ferreira e col..observaram que a
hidrogenagdo da o-xiloidona depende fortemente do meio: substituindo THF por &cido

acético o anel aromético € hidrogenado, formando-se a p-benzoquinona correspondente

com rendimento quantitativogl.
o o Ry 0 (o]
OH /U\/K Ry o

H ° Hy, PAIC (10%)
—_— T —————
Et;N, CgHg _ THF, 40 psi
T=80°C, t=3,5h

o o 3% 0 93%

Ry = (CH_),CHC(CHa)y, (CHo){CH,CHCICHaICH,)H ou (CHO){(CHCH(CHaICH)H
Ry = (CHo),CH(CHa), (CH){(CH),CHICHS)CH;)oH 0t (CHo)((CH,),CH(CH,ICH ) H

Figura 17 - Sintese de et-lapachona e derivados a partir de lawsona.

Reagindo 3-metil-butanal com a lawsona em meio de HCI/AcOH, pode-
se obter iso-lapachol - isdmero de posicdo da insaturacdo da cadeia isoprénica que fica
conjugada com a quinona - com rendimentos de 45-50% 92 e 93.

Quando o lapachol reage com cloreto de benzo-selenil (CgHgSeCl) a -
78°C, por 1h, seguido de &gua oxigenada a 30%, produz-se a a-xiloidona com 45% de

rendi ment094.
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Segundo a literatura, a reacdo fotoquimica de 1,4-nafloquinona com
aldeidos «,B-insaturados leva a 1,4-naflodidis ligados a carbonila o,B-insaturada
correspondente ao aldeido. O precursor da B-lapachona, obtido com 43% de rendimento,
ap6s o tratamento conveniente, forneceu exclusivamente a B-lapachona - o rendimento
deste composto ndo foi dado, porém anaogos obtidos pelo mesmo caminho, apdés a etapa

fotoquimica, responderam as mesmas reagdes quase quantitativamente, de acordo com o
95

autor (Figura 18).
(o]
Ri luz, 20-25h
+ >:\ ————» subprodutos 4+
Ry cHo benzeno, N, 4353%
0
a) Rj=CHy e Ry=H; b) Ry=Ry=CH; Hal
¢) Ry=(CH,),CHs & R,=H
1)L|AIH4A|C|3
“arec

~100% R/ "R, ~100% Ri R,
Figura 18 - Sintese por processo fotoquimico da B-lapachona.

Uma forma elegante e extensa, com 12 etapas, para a sintese da B-
lapachona, a partir do 1-naftol e cloreto de 3-metil-but-3-enoila, foi desenvolvida por
Amara e Barnes%, com rendimento total, aprecidvel, de 23%. Como sugerido pelos
autores, esse € um processo interessante para a preparacdo de novos derivados da f-
lapachona, inclusive com o anel substituido (Figura 19).

De forma semelhante a de Amaral e Barnes, porém mais simples, foi feita

a sintese da B-lapachona por Alves e colaboradores®’. Os rendimentos totais si0 61% e

55%, respectivamente (Figura 20).
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M*’ -

_ HCO,H, HCI
110°C, th (84%)

1) HCI6N (83%) OO LIAIH,, THF OO
- OH o
2) THF, PAIC10% N, (82%)
(~100%)

0 (o]

1) AcOH, HNO 5 (95%)
2) Sn°, HCIL EfOH

NHCOCH, o
o

— NH,
LI L
‘O Ac,0, 10min. ‘O AcOH glacial
(84%) HNO,, 2h
o (62%) o
o

Figura 19 - Sintese da B-lapachona a partir de naftol-1.

MH H,/PdC
- —_—
PhB(OH),, AcGH (1:88) 40 psi, 1h
Tol,, refluxo, 4h '
R=HouOMe OH 98% O 100% o
(o]
No, N)\
HNO4/ACOH AcOH, H/Pd-C
— > [
0°C, 20m|n 40psi, 4h
100%
o o
63% / HNOJACOH

1% 0°C, 2h.
o)
CAN, ta., 45min
=
H201C H3CN
(o]

Figura 20 - Modificagdes por Alves e col..na sintese de Amaral e Bames a partir do 1-naftol.
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8

A partir da 8-valerolactona Branddo e colaboradores™® sintetizaram B-

lapachona (Figura 21).

1) MeMgC1 (3eq.)
Etz()/t.a. (o)
2) PCC 1) LHMDS/THF-HMPA
S >
° ILDA/THE-78°C O 2) PhNTE,
4) Me/HMPA CON(i Pr)2
(0] 70% 3) (I / Pd(PPhs)4/DME
d-valerolactona B,
[o]
//,»\\\\ s CON(-Pr); o
H ‘ 1) LDA (5eq.)
N 2) FeQly/CH,Cl,
! [ CHy
Py °
HL™ o7 [-lapachona

Figura 21 - Sintese da p-lapachonaa partir da 8-valerolactona

Derivados das lapachonas, modificados no anel pirano sdo geralmente
preparados, a partir de lawsonas, como descrito anteriormente.
A preparacdo de 4-hidroxi-o-lapachona também foi feita pela reducdo da

4-oxo-a-lapachona por Mortierella isabellina®

9 Ja foram obtidas diversas substituicdes na
posicdo 3 (ver Figura 3 para numeracdo) da PB-lapachona, entre elas com 0s grupos
sulfénico 5, bromo 100 e hidroxila. Pinto e col..obtiveram a 3-hidroxi-p-lapachona (29%),
além de duas furanonaftoquinonas, com o uso de &acido peracético82; Sun e col.. obtiveram o
mesmo produto (67%) com é&cido m-cloro-perbenzéico seguido de BF3.0Ety e fizeram
derivados através de acilagbes na hidroxila®®,

Com o uso de N-bromo-succinimida obteve-se, a partir de B-lapachona, a

3-bromo-desidro-b-lapachona, junto com 3-bromo-4-hidréxi-p-lapachona e 3-bromo-

desidro-a-lapachona; 0 mesmo reagente aplicado em a-lapachona, produziu unicamente 4-
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bromo-a-lapachonaml. Este dltimo composto é um intermedi&io para a sintese de 4-
hidroxi-a-lapachona, realizada por cromatografia em coluna de silica desativada (15% de
agua), com rendimentos muito bons - 76% a partir do Iapacholloz.

A grande desativacdo do anel aromaético pela quinona impede que
ocorram substituicdes eletrofilicas arométicas através de ataque direto dos eletréfilos
classicos nesse tipo de substituicdo. N&o foi encontrada na literatura referéncia a, por
exemplo, nitracdo, sulfonacdo ou reacdo de Friedel-Crafts a partir de lapachol ou com as or-
e B-lapachonas. Entretanto esses compostos com substituicdo - metila, hidroxila e metoxila
- no anel aromético sdo encontrados na natureza. A 9-metil e a 8-metil-desidro-a-

lapachona, essa encontrada em Fomes annosus, foram sintetizadas a partir da 7-metil e 6-
metil-tetralona27, respectivamente  (Figura 22).

O

Ha (o]

HiC. H3C. OH 1) { HCUACOH, 20min
© . I ° 7
. : H o
éter em coroa 2DDQ, G, 120 ta. 3
o]
HCI o) |

Figura 22 - Sintese de derivados da o e B -lapachona a partir da 6-metil-tetralona.

Em busca de andlogos de lapachol com substituicdo no anel aromatico
Schaffner-Sabba88 e col..prepararam "lawsonas' substituidas a partir de 1-indanonas
(Figura 23). As "lawsonas' assim obtidas foram transformadas em derivados do lapachol,
e também ciclizadas com &cido sulfirico para as formas isoméricas analogas a B-lapachona,

com rendimentos, nesta Ultima etapa, entre 68 a 97%.
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0
R R.
Na,Cr0y COOH 1)EtOHM,50, ¢ oH
._~—> —_—____>
CH;  2)Na'EtO/EtOH
Rq R 3)0, Ri
indanonas (4463%) O (52-86%) o

a) R1=Ry=H; b)R4=Cl e Ry=H;
c)R1=CHs e Ry=H; d) R{=R,=0CHj,

Figura 23 - Preparagdo de derivadosde lawsona apartir de indanonas.

Além disso, foram feitos outros derivados usando diferentes brometos de

dila y,y‘-dissubstituidos88 (Figura 24), os compostos obtidos também foram ciclizados para

formas andlogas da 13-lapachona.

o L o i o
O‘m‘ OH o] A R1
+ Br R2
\/y [ + R R2
1
R =
o o R, o )

(7-22%

a) Ry =Ry =CoHs; b) Ry =CHjy, Ry = CoHs; ¢) Ry=H, Ry = CgHs;
d,e,f) Ry, Ro=(CHa)n, n = 4 a §; g) Ry, Ry= adamantilideno e h)R{=CH3, Ry=CgH5

Figura 24 - Sintese de derivados andlogos ao |apachol a partir da lawsona.

1.3.4 ReacbOes de adicdo a lapachonas e analogos.
A bibliografia sobre quinonas, registra muitas reagbes de adicdo as
carbonilasl. No caso da B-lapachona, Hooker j& menciona a formacdo de uma fenazina

com o-diaminobenzenoloo; recentemente preparou-se outra benzofenazina com 4-cloro-o-

diaminobenzen0103 - estas sd0 as Unicas fenazinas que conhecemos com esta quinona.
Sabe-se que derivados de benzofenazina sdo eficientes ligantes de

intercalagdo de ADN, apresentando atividade antitumoral para leucemia in vitro e in

viv0103.
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Vérios tipos de heterociclicos foram feitos a partir de lapachol e
lapachonas, empregando aminas primarias, aldeidos e cetonas (em presenca de aménia) e

compostos B-dicarbonilicos, formando assim oxazdis, naflazdis e fenazinas, entre outros 0%

105

Aminas primarias reagem com quinonas formando oxazlis. Essas

reacbes foram exploradas com o lapachol e a B-lapachona 105. Glicina também forneceu

essa classe de compostos aém de fenazinas simétricas, dependendo do meio usado>: 104, 106
(Figura 25).
o o
o N::(‘ 1) R—NH; OH
(Lt = 00
-
R = benzil (60%) ‘O 2)H,, Pt X
@1%)
o )
o} y
Amino-acetato Glicina, R—NH,
Glicina, de etila, E1OH EtOHH,0 R =benzil, cicloexil
E{OHH,0 R =H (60%) n-butil (24-27%)
(20%) ("“43%) o

SN

OO0C Y Ol
o o K

Figura 25 - Reacdo de B-lapachona e aminas primarias e glicinaformando oxazéis e

0.

fenazinas simétricas.

Curiosamente esses oxazOis apresentam Otima atividade tripanomicida.
(Sob nosso pomo de vista, isso era inesperado, uma vez que O mecanismo descrito
anteriormente para essa atividade € a geracdo de perdxido e superdxido pela quinona.)
Alguns desses oxaz6is mostraram valores de Dlgg menores que a B-lapachona (Dlgg =

391 umol/L), e um deles teve seu potencia de DIgg muito acrescido com a eterificagéo de
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uma hidroxila, passando de inativo para ativo (Figura 26), usando-se cristal violeta como

padréo (DI50 = 536 umol/L). Esses dados foram recentemente revistole7.
N"\o - N—'\o
OO Ao
X X
(Dlsp>2500 pmolfl)  OH OCH; (Dlsg=49.5umolfl)

Figura 26 - Eterificacio do oxazol tomando-o ativo na atividadetripanomicida

Quando se dispbs aldeidos arométicos e acetato de amobnia com
lapachona, obteve-se imidaz6is e, em alguns casos como subprodutos, oxazdis (12-16%).
Benzaldeidos nitrados mostraram atos rendimentos (96-100%), enquanto grupos doadores

de elétrons como hidroxila e metoxila diminuiram os rendimentos e forneceram os oxazdis

correspondentes  (Figura 27)3*108

O imidazol formado com benzaldeido (Figura 27, R = H) teve valores de

Dlgg = 37 umol/l, nos mesmos testes realizados com oxazdis para atividade

(o]
ACONH4 N—— Z = Q, oxazdis
AcOH pa Z = NH, imidazéis
R=H,F,Cl, OO RS

OH, OMe, NO,

tripanomici da104.

OO

Figura 27 - Oxaz0is e imidazéis preparados por reacdo de B-lapachona e benzaldeidos substituidos.

Tanto acetil-acetona como acetil-acetato de etila deram bons rendimentos
em condensacdo com a [-lapachona - 96 e 85%, respectivamente. Esses compostos foram

confirmados pela desidratacdo com &cido p-tolueno-sulfonico e acetilagdo com anidrido e

&cido acético> 109 (Figura 28).



R Tolueno
adee @
o \M(f'
Acy0

R = CH,, 96%
R = OEt, 85%

Figura 28 - Reacdo de B-lapachona com acetil-acetona e com acetil-acetato de etila.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi fazer o levantamento bibliografico das
reacdes de adicdo a orto-quinonas e testar aquelas reaces que ainda ndo foram aplicadas a

B-lapachona, ou que ndo o foram extensamente.

As reagOes (Figura 29) escolhidas foram:

1. Cicloadicdo fotoquimica do tipo [4+2], ndo concertada, com alcenost2d 131-133

2. Adicédo a enaminast22.

3. Cicloadicdo com derivados do diazometanol23

A
0

/-
>j=<z

Selpe

Figura 29 - Adi¢Oes a acenos, enaminas e diazocompostos. reagentes.

Além destas, foram também estudadas (Figura 30) reacdes de:
4. Formagéo de fenazinas com compostos diaminados vicinais.

5. Acilagdo redutiva com Zn° e anidirido acético.
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Ac,O1Zn OAc
I o
piridina

o]
o]
<Y
o
o
<
Figura 30 - Formacéo de fenazinas (com diaminas usadas) e acilacéo redutiva.

Célculos teoricos, usando o método AM1, serdo realizados para a
determinagdo da energia dos orbitais de fronteira, coeficientes de orbitais atdbmicos e
densidades eletronicas da B-lapachona, de alguns de seus derivados e de reagentes, para
auxiliar na compreensdo de dados experimentais obtidos e prever novas reagOes. Além
disso, esses célculos também serfo para avaliar a atividade de derivados de B-lapachona
sobre a enzima topoisomerase, baseando-se em estudo que usa, como modelo para esta

enzima o 2-mercapto-etanol 8
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (RMN
1H), carbono 13 (RMN 130) e Correlacdo Homonuclear e Heteronuclear (HOMOCOSY e
HETECOSY) foram realizados em espectrémetro Bruker modelo AC 200 (200 M Hz, e
50,3 MHz, 1?’C). Como referéncia interna foi usado tetrametilsilano, conforme indicado,
com os deslocamentos quimicos dados em ppm (0) e as constantes de acoplamento (J)
dadas em hertz (Hz).

Os espectros na regido do infravermelho (I1V) foram obtidos em
espectrofotdmetro Perkin-Elmer modelo 1605, série FTIR-1600, tendo sido utilizadas
pastilhas de KBr ou NaCl, conforme indicado. Os valores das bandas de absor¢do foram
medidos em unidades de nimero de ondas (cm'l).

Espectros na regido do ultravioleta (UV) foram obtidos em um
espectrofotbmetro Varian-Cary modelo 3E.

Cromatografia gasosa foi feita em aparelhos Finnigan modelo 9001 e
Varian modelo 3300.

Os espectros de massas (EM) foram obtidos através do acoplamento da
cromatografia de gés-espectrometria de massas computadorizada (CG-EM) em um
aparelho Hewlett-Packard, coluna modelo HP-5 de 30 m x 0,25mm e 0,25um de espessura

do filme.
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Andlise por cromatografia liquida de ata eficiéncia foi realizada em
cromatografo Schimadzu modelo LC-10 AS, com coluna C8 supelcosil, detector UV-
visivel modelo SPD-10 A, fluxo de acetonitrila de 1,5 mL/min..

Os pontos de fusdo, ndo corrigidos, foram determinados em aparelho
Buchi 510.

A técnica de cromatografia em camada fina (CCF) foi feita utilizando-se
placas de aluminio Riedel-de Haén, Kiessel gel 60 F 254, com 0,2 mm de espessura, com
indicador de fluorescéncia sendo visualizada sob |ampada ultravioleta com comprimento de
onda em 254 nm.

Na técnica de cromatografia em coluna utilizou-se como adsorvente silica
gel 60, Merck, com tamanho de particula de 35-70 mesh.

A remocdo dos solventes foi feita em evaporador rotatério Fisatom,
modelo 820.

Todos os solventes utilizados nas reagdes, procedéncia VETEC, foram

previamente destilados e, quando necess&rio, tratados e secos de acordo com 0s métodos

usuais descritos na literaturall0 € 111,

A procedéncia dos principais reagentes foram Aldrich ® (fluorenona, p-
nitro-benzaldeido, anisaldeido, cicloexanona, hidrazina, trans-estilbeno), Carlo-Erba®
(benzoina, uréia, ciano-acetato de etila, e nitrito de sddio) Merck® (bromo, &cido p-tolueno-
sulfénico, peneira molecular, benzofenona) M&T Chemicals INC.® (trifenil-fosfina) e

Vetec-® (morfolina, piperiding, 6xido mercdrico amarelo). A diazafluorenona foi preparada

pelo professor Aurélio B.B. Ferreira.
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3.2 SINTESES DE REAGENTES

3.2.1 Derivados do estilbeno.

X
oxtice "X s pxHG ¥+ T CHepX (HO) = pXHGs—CHO

OH + —CepX
HsCq CeHs P(CeHs);
>:< MGy GHs O Hg CeHs
0] 0O > + + \—< ( -2 HZO) = c>—< + "\
/ H ) OH o) OH HO OH
Figura 31 - Retrossintese de derivados do estilbeno.
3.2.1.1 Sintese do 4,4'-dinitro-estilbeno.
B P(CﬁHs)a
B,Q,hv P(CsHs)a Noz
o CC|4 tolueno
(-HB) o >—>
5 CH,Cly/H
e ;;tzllAzo O:N %% (trans.cis

WO

Figura 32 - Preparacdo do 4,4'-dinitro-estilbeno.

Em um baldo de duas bocas colocou-se 25 mL de tetracloreto de carbono
destilado, juntamente com 6,85 g (49 mmol) de p-nitro-tolueno (preparado em aulas
praticas no DEQUIM-UFRRJ). Irradiou-se essa solugdo com lampada de 150 W, no visivel,
com lenta adicdo de bromo. Cada vez que a coloragdo castanha desaparecia uma por¢cdo a
mais de bromo era adicionada: ao todo 8,12 g (51 mmol), conforme descrito na literatural12.
Este composto, amarelado, (brometo de p-nitrobenzila) ndo foi purificado e seu

rendimento bruto foi de 7,72 g (35,7 mmol, 71%).
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Dissolveu-se 8,52 g de trifenilfosfina (32,5 mmol) em 50 mL de tolueno e
adicionou-se todo o produto bruto obtido anteriormente. A solucdo foi aquecida em refluxo
e agitada por toda a noite (14 h). O produto bruto obtido (brometo de p-nitrobenzil-
trifenil-fosfonio) foi lavado com éter de petréleo, e pesou 12,11 g (25,3 mmol, 78%).

Em 15 mL de diclorometano colocou-se 4,78 g do sal de fosfonio bruto e
1,51 g de p-nitro-benzaldeido. A solucdo foi aquecida até a ebulicdo e entdo adicionou-se
5 mL de &gua destilada seguido de 5,0 g de NaOHaq_(SO%), agitando-se vigorosamente por
3 h, ocorrendo a formagdo do produto por transferéncia de fase; adicionou-se ainda mais
5 mL de CHpCqodurante a reacéo.

A fase organica foi lavada com agua, em funil de separacdo, e depois com
solucdo saturada de NaHSOg3. Apos seguidas tentativas de recristalizagdo foi feita uma
separacdo por coluna cromatogréfica, usando como eluente cloroférmio/acetona em relacédo
de 100/0 a 0/100%. Na primeira fracdo obteve-se 1,12 g de trans-4,4'-p-nitro-estilbeno em
forma de p6 amarelo claro muito fino, insolivel em metanol, cloroférmio, hexano, acetato
de etila ou éter etilico, mas soluvel em dimetilsulfoxido e a quente em nitrobenzeno e
pouco solivel em benzeno, com rendimento final de 21,4%. P.f..= 300-301(lit. 113 303)°C,
IV: 1593, 1503, 1337, 958, 852 cm™; RMN-1H (DMSO-dg) &: 8,2 ppm (d, J=8,8 Hz, 4H),
7,9 ppm (d, J=8,8 Hz, 4H), 7,7 (s, 2H) ppm.

Numa segunda fragdo foi obtido o cis-4,4'-p-nitro-estilbeno, sdlido
amarelo escuro (0,74 g) solavel em cloroférmio, com rendimento final de 14,4%; p.f.= 185-

187 (lit. 113 186) °C; IV: 1503, 1503, 1337, 958, 852 cm’™.
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3.2.1.2 Sintese do 4,4'-di-metdxi-estilbeno

CHO CH,OH CHCI

NaBH4 HC! (conc ) CsHs
CHZC'Z tolueno

H3CO H;cO 92% H;cO B84%

CHP(Cols)s CI (o, Cht0 OCHs
NaOH, agit.
75% /@/\
[ H:CO 39% (tc=5:1)

Figura 33 -Preparacdo de 4,4'-dimetoxi-estilbeno.

HsCO

8,16 g de anisaldeido (60 mmol) previamente lavado com solugdo aguosa
1 N de NaHCOg3, seguido de agua destilada e extraido com CHCq2 foram dissolvidos em
80 mL de etanol absoluto, em banho de gelo e sob agitacdo. Adicionou-se vagarosamente
uma solugéo alcoolica com 2,28 g de NaBH4 (60 mmol) de tal modo que fosse controlada a
evolucdo de gases. A adicdo foi completada em 20 min. e a agitagdo permaneceu por mais
1,5 h. Adicionou-se, entdo, lentamente 40 mL de solucdo saturada de cloreto de aménio e,
em seguida, extraiu-se o acool formado com diclorometano em um funil de separagdo. A
solucdo foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e concentrada em evaporador
rotatorio; o &@cool p-metoxibenzilico foi seco em bomba de vécuo. Andlise apresentou as
seguintes bandas de absorcdo IV (NaCl) : 3346 (O-H), 3003 (C-H aromético), 2938 (C-H
aliftico), 1612, 1513 (C=C), 1248 (C-O-C), 1032 (C-O do &cool), 820 (2H adjacentes
arométicos). O rendimento foi de 9205114
Numa tentativa frustada de preparacdo do brometo de p-metoxi-benzila,

colocou-se, num baldo de 25 mL,12 mL de HBr (48%) e 4,5 g de peneira molecular 5A,

com agitagdo constante, adicionou-se lentamente 2 g do acool para-metoxi-benzilico,
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originando uma coloragdo roxa que desaparecia produzindo um amarelo pardo. O tempo
total para a adicdo do &cido foi Ihe 15 min. e a reacdo permaneceu em agitacdgo por mais
8 h. A mistura reacional foi neutralizada com solucdo saturada de bicarbonato de sodio e o
produto extraido com diclorometano num funil de separacdo até o desaparecimento da
coloracdo amarela na fase organica O solvente foi evaporado em evaporador rotatorio. O
produto foi submetido a uma coluna cromatografica com silica gel, obtendo-se 3 fracOes.
Os espectros de IV e também de RMN 14 eram muito parecidos e ndo foi possivel
interpreta-los. Possivelmente houve degradacdo do produto devido a presenca de luz, uma
vez que compostos bromados sdo de facil excitacdo fotoquimica127.

Foi decidido repetir a reagdo usando HCI ao invés de HBr: a 2 g do acool
p-metoxi-benzilico, dissolvidos em 10 mL de CH2C12, adicionou-se 4 mL de HCI (conc.) a
temperatura ambiente. O baldo foi coberto com papel aluminio para evitar a incidéncia de
luz e a solugdo foi agitada durante 3 h. Em seguida foi feita a extragdo com adi¢do CHoC1o
e solucdo 1 N de NaHCOg3, em 5 porgBes de 5 mL. O produto, cloreto de p-metoxibenzila,
liquido esverdeado com odor de uréia, foi seco em evaporador rotatério e entdo guardado
no frezzer. Rendimento de 84%. Andlise por IV: 3017(C-H aromatico), 2961, 2910, 2839
(C-H), 1611, 1513 (C=C, aromético), 1249 (C-O-C), 1217 (C-Cl), 832 cmL e RMN-IH
(CDC136:7,35 (d, 2H, J= 9 Hz), 6,9 (d, 2H, J= 9 Hz); 4,6 (s, 2H); 3,8 (s, 3H) ppm

1,4 g (8,9mmol) do cloreto de p-metoxi-benzila foi colocado em 15 mL
de tolueno com acréscimo de 2,36 g (9,1mmol) de trifenilfosfina, num baldo protegido com
papel de aluminio. Ap6s 30 h de refluxo, a mistura reacional foi filtrada a vacuo e lavada
com hexano a quente. Obteve-se 2,8 g de um solido branco-neve, o cloreto de p-metoxi-

benzil-trifenil-fosfénio, que foi analisado por IV: 3293, 3208, 3043, 2988, 2865, 1604,



1582, 1504, 1437, 1303, 1246, 1176, 1109, 1025, 844 Cm'l; RM N-lH (D20O) 6 = 7,8 (3H,
m), 7,58 (12H, m); 6,88 (2H, d); 6,68 (2H, d), 4,60 (2H, d, J 13,98 Hz), 3,65 (3H, S) ppm
O sina em 4,60 ppm corresponde ao metileno benzilico, desdobrado em dublete pelo
acoplamento geminal com o P. Rendimento de 75%.

1,5 g do cloreto de p-metoxi-benzil-trifenil-fosfonio foi dissolvido em
20 mL de CH2C19, onde verteu-se 15 mL de uma solugéo agquosa a 50% de NaOH e 0,5 g de
anisaldeido, permanecendo em agitacdo por 20 h. A fase orgénica foi concentrada em
evaporador rotatério, o solido obtido recristalizado em etanol. Foi obtida uma mistura com
duas substéncias, com rendimento de 39%. Analisando essa mistura observou-se por
integracdo dos sinais no espectro de RMN 14 os diasterecisomeros do 4,4'-dimetoxi-
estilbeno numa propor¢do de 1.5 de cis:trans. IV (KBr): 3007 (CH aromético), 2953, 2836
(CH de CH3), 1605 (C=C), 1576, 1510 (C=C aromético), 1250, 1028 (C-O-C), 831
(aromético 1,4 dissubstituidojem™); RMN-1H, (DMSO-dg) &: 8.3 (4H, d, J3=8,76 Hz), 7,8
(2H, 9), 7,7 (4H, d, J=8,76 Hz), 4,56 (6H, s) ppm para cis, e 7,95 (4H, d, J=8,76 Hz), 7,65

(4H, d, J=8,76 Hz), 7,24 (2H, s), 4,52 (6H, s) paratrans.

3.2.1.3 Sintese do 2,3-difenil-1,4-dioxeno 115.

0 on O O
H p-TsOH
+ — _ +2H,0
\__/

Figura 34 - Preparacdo do 2,3-difenil-1,4-dioxeno.

10,6 g (0,05mol) de benzoina e 0,2 g de &cido p-toluenossulfonico foram
agquecidos, em refluxo, com 125 mL de etilenoglicol durante 20 h, com tubo protetor de

cloreto de célcio. A solugdo foi resfriada, filtrada e lavada com o proprio etileno glicol e
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agua e posteriormente seca a vacuo. Obteve-se cristais levemente amarelos que analisados
por cromatografia em camada fina demonstraram distingdo do substrato e somente uma
mancha. A massa bruta do produto obtido (2,3-difenil-I,4-dioxeno) foi de 6,82 g, ou seja,
58% (lit. 113 31%) 115. P.f. = 94-5°C. IV: 3078, 3052 (C-H aromético), 2981, 2925, 2878
(C-H), 1634 (C=C), 1598 (C=C aromaético), 1287, 1258 (C-O-C=), 759 e 693 cmL

(aromatico monosubstituido). RMN 4 (CDClg) 6&: 7,33 (m, 10H), 4,4 (s, 4H) ppm.

3.2.2 Sintese da cicloexeno-1-morfolina e da cicloexeno-l-piperidina116

(\ tolueno (\x
\) +H20
pen molec. 5A”

N
X=CHy, O ©/

Figura 35 - Preparacdo de enaminas (1-piperidino-1-cicloexeno e 1-morfolino-1-cicloexeno).

Colocou-se 4,9 g de cicloexanona (0,05 mol) com 5,1 g (0,06 mol) de
morfolina em 15 mL de tolueno, adicionou-se 12 g de peneira molecular (5A), lavada com
acetona e seca em mufla a 200 °C por 2 h. A reagdo foi agitada por 12 h. Foi feita uma
filtracdo, e retirado o solvente, em evaporador rotatério. O produto (1-morfolino-1-
cicloexeno) foi destilado a pressdo reduzida. Rendimento de 43%.

Andlise de IV : 3056 (C-H de olefina), 2927, 2852 (C-H) 1646 (C=C),

117

1204 (C-N) e 1122 cml (C-O); comparando aos valores da literatura observou-se a

formagdo da enamina, apesar de haver uma banda de absor¢do com fraca intensidade em

1718 cmL

caracteristica de cetona, provavelmente devido a hidrélise da enamina pelo
tempo de espera da andlise.
Da mesma forma, preparou-se a enamina com a piperidina, deixando em

agitacdo a t.a por 4 h. Rendimento de 1-piperidino-1-cicloexeno: 32%. IV (NACI):
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3056(H-C=), 2928, 2854, 2794 (HC alifético), 1643(C=C), 1203 (C-N)em™l; RMN-H

(CDCI3) 8: 4,4 (1H, t, =3 HZ), 2,5 (4H, t, J=5 Hz ), 1,9 (414, m), 1,5 (10H, m) ppm.
3.2.3 Sintese de diazo-compostos
NH.
r=1 =g
Figura 36 - Retrossintese de diazo-compostos.

3.23.1 Preparacdo de hidrazonas

X=CHyouN
Figura 37 - Preparagdo das hidrazonas de fluorenona, 4,5-diaza-fluorenona e benzofenona.

Colocou-se 118 0,83 g (4,6 mmol) de fluorenona em 15 mL de etanol seco,
acrescentando 1 g (20 mmol) de hidrazina 100% (NpH2.H2O). A mistura foi ent&o
refluxada por 10h, depois resfriada em banho de gelo, filtrada e lavada com etanol.
Formaram-se cristais em agulhas muito tinas, de amarelo paido, da hidrazona da
fluorenona (HDF, ou 9,9-(1',1'-diazanodiil)-fluoreno), com massa de 0,59 g, rendimento de
66%, quando analisadas por CCF, apareceu uma unica mancha.

Através de outra metodologia119

, colocou-se 2 g de fluorenona com
0,6 mL de é&cido acético glacial em 8 mL de metanol e 2,5 mL de hidrazina (100%) em
refluxo por 1,5 h. Em seguida a mistura foi concentrada em evaporador rotatorio, filtrada

em funil de Biicher, lavada com agua e seca em bomba de vacuo. Obteve-se hidrazona da

fluorenona, com 90% de rendimento.
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P.f. -- 207-210 °C; IV (KBr) em em L. 3385, 3311, 3199 (NH2), 3060 (CH
aromatico), 1607, 1575(C=N, C=C), 1194, 864, 728 (aromético); RMN-1H (CDCI3) g§:7,88
(1H, d), 7,60 (3H, m), 7,37 (4H, m), 6,33 (2H, S) ppm.

As hidrazonas da benzofenona (HDB) e da 4,5-diaza-fluorenona
(HDDF) foram preparadas pela mesma metodologia descrita acima, com rendimentos de
83% e 78%, respectivamente. Para a HDB obtivemos um sdlido branco com andlise de 1V
(KBr) em cml: 3419, 3268 e 3197 (NHo), 3054 (CH aromético), 1612, 1560 (C=N, C=C),
1439, 1166, 914, 769, 696 (aromético); para a HDDF observamos a formagdo de um solido
marrom com p.f.= 202-5°C, IV (KBr) em emL: 3376, 3313 e 3196 (NH2), 3044 (CH

aromético), 1653(C=N), 1559(C=C), 1400, 1202, 805, 747 (aromético).

3.2.3.2 Preparacdo dos diazo-compostos.

N
i
N N*
N NH, HgO I
(amarelo)
/[L ou — ou

HsCg Celi5 HsCg CeHs

X=CH,, N X=CH,, N

Figura 38 - Preparacdo de 1, 1-difenil-diazo-metano, 9-diazo-fluorenona e 9-diazo-4,5-diaza-
fluorenona.

Para a obtengdo do difenil-diazometano 119 (DFDM), colocou-se 1 g da
hidrazona da benzofenona em 15 mL de benzeno, adicionou-se 2,5 g de HgO (amarelo),
cobriu-se 0 bald com folha de auminio para protecdo da luz e usou-se tubo de CaClo.
Depois de 20 h, em agitagdo a t.a., foi feita a filtracdo onde se obteve a solucéo benzénica

do diazo-composto.
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Com a mesma metodologia, usou-se 1g de hidrazona da fluorenona com
2,59 de HgO amarelo e 0,30 g de hidrazona da 4,5-diazafluorenona com 1,5g de HgO
amarelo, para obter o 9-diazofluoreno (9DF) e 9-diazo-4,5-diazafluoreno (9DDF).

Em nenhum dos trés casos o produto foi isolado, sendo guardado em

congelador quando ndo usado imediatamente.

3.24 Sintese do 5,6 diamino-uracila

o o o
n NH NH ')J\ost NH,
| /g:} | /g —> * /g
HN N o HN N o HI HN °
H H N
o] (o] (o]
1) NaNO, HN
+ — I —_— [
c refluxo, 20min H,0-AcOH
11 H,N (o] H,N H o HoN H o
N

Figura 39 - Retrossintese e sintese do 5,6-diamino-uracila

Num baldo de 400 mL contendo 180 mL de etanol seco, adicionou-se
6,33 g (275 mmol) de sédio metdlico com agitagdo até o completo desaparecimento do
sodio (20min.). Adicionou-se 15,8 g (263 mmol) de uréia e 28,65 g (253 mmol) de
cianoacetato de etila, e levou-se a refluxo. Apds 25 min o sblido formado impediu a
agitacdo magnética, a pressdo subiu e projetou parte da mistura. Por medida de seguranca
interrompeu-se a reacdo. A solucdo foi resfriada, diluida com 400 mL de &gua, neutralizada
pela adicdo de acido acético glacial, filtrada e concentrada, cristalizando-se mais produto;
ao todo, 7,959 de produto seco (6-amino-uracila), 24,7% de rendimento. IV (KBr) em cm’
1. 3403, 3172 (NHy), 1742, 1708 (C=0), 1631 (C=C e N-H), 1394 (C-N); RMN-1H

(DMSO-dg) o: 4,4 (1H, 9), 6,15 (2H, s), 10 (2H, s) ppm.



40

Em um béquer, contendo 3 g do 6-amino-uracila, adicionou-se 15 mL de
agua destilada e 1,7 mL de &cido acético glacial. Noutro béquer diluiu-se 1,5 g de NaNO»
com 40 mL de agua, verteu-se vagarosamente esta solugdo sobre a outra., aparecendo uma
coloragdo rosada. Adicionou-se lentamente hidrossulfito de sodio (ditionito de sodio -
NapSyOy) até a obtencdo de uma cor laranja. Aqueceu-se a 60°C por 50 min.. Em seguida
foi feita uma filtracdo obtendo-se 2,08 g do composto seco (5,6-diamino-uracila). 1V
(KBr) em cm™L: 3353, 3191, 3016 (NHo, NH3"), 1727, 1632 (C=0), 1603 (C=C), 1454 (C-

N), 1389 (NH3™), 1076 (C-N).

3.25 Sintese da p-lapachona

O lapachol foi extraido e purificado pelo professor Aurélio B. B. Ferreira,
a partir de serragem de ipé proveniente de uma madeireira. P.f. = 140-2(lit. 25 141-2)°C. IV:
em 3354 (O-H), 2970, 2911, 2853 (C-H), 1640 (C=C e C=0 bandas sobrepostas), 1589
(C=C aromético), 1452, 1368 (C-C), 1182 (C-0), 723 (aromatico orto-substituido), 671 cm”

lic-0-n).

2)H,0

o O
OH 1) H,S04 conc/ gelo “
—_—
“ (o]

(o]

Figura 40 - Sintese da B-lapachona.
A 4 g de lapachol em im bécher imerso em banho de gelo, acrescentou-se
de uma s6 vez 12 mL de é&cido sulfirico concentrado, gelado, com agitagdo vigorosa, em
cerca de 1 min.; imediatamente depois despejou-se a solucdo em 400 mL de agua destilada

com gelo picado, para a precipitacdo da p-lapachona (Figura 40). O composto obtido foi
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filtrado a vacuo e entdo recristalizado em etanol. Em todas tentativas de recristalizacéo
observava-se, analisando por CCF com cloroformio como eluente, a contaminagd com a-
lapachona e ainda, perda de material devido a sucessivas filtragbes. Dessa forma recorreu-
se a uma coluna de cromatografia com silica gel, usando tolueno/cloroférmio como eluente
(100:0 a 0:100)obtendo-se 2,45 g de B-lapachona, cuja pureza ficou a 96%, analisada por
CG. O composto foi analisado: p.f.=139 (140, 1it.96)°C; IV (KBr) em cmL: 2975, 2930 (C-
H alifético), 1694, 1638 (C=0), 1595, 1565(C=C), 1092(C-0), 895 (C-O-C=C); RMN Iy
(CDClg3) 7,98 (1H, dd, J=7,5 e 15), 7,75 (1H, dd, J=7,7 e 1,1), 7,58 (1H, dt, J=7,56 e
1,5), 7,44 (1H, dt, =751 e 1,2), 250 (2H, t, J=6,68), 1,79 (2H, t, J=6,68): RMN 13C
(CDCl3) &: 179,76, 178,44 (C=0), 161,95, 112,60(C=C), 134,71, 130,55, 128,39, 12399
(CH aromético), 132,51 130,00 (C aromético), 79,21(C-O), 31,48, 16,05 (CHp) e 26,65
(CH3); MS m/z (%): 242 (12), 227 (10), 214 (34), 199 (14), 171 (10), 159 (100), 130 (22),
102 (53), 76 (57). Estes dados estdo coerentes com 0s descritos na literatural20.

A B-lapachona foi guardada por todo o tempo ao abrigo da luz. Uma
parte remanescente de [-lapachona impura foi dissolvida em tolueno e guardada de tal
maneira que houvesse evaporacdo lenta de tolueno, obtendo-se cristais vermelhos longos e
translcidos, com massa de 1,09 g; analisada por CCF mostrou uma Unica mancha, sendo o

eluente cloroférmio. Rendimento (total) 87,5%.
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3.3 REACOES COM B-LAPACHONA.

3.3.1 Cicloadi¢cbes com derivados de estilbeno.

- Ar
a : Ar=CgHs (estilbeno) h Ar
b: Ar=p-ON-CgH, LA
o A"/% ¢ : Ar=p-H3C0-CgHg o
o Ar O/\
“ mo Hﬁy\?
0/\ o CeHs o]
0.
o hv
HgCg¢ . -
a: ? (mle=422)
CeHg b:X
- c. X

(m/e=480)

Figura 41 - Irradiagdes de p-lapachona com estilbeno e derivados.

3.3.1.1 Irradiacdo do trans-estilbeno e [-lapachona

0,270g (1,5 mmol) de trans-estilbeno e 0,142g (0,6mmol) de B-
lapachona foram dissolvidos em 50 mL de benzeno espectroscopico, e a solucdo desaerada
com argbnio. Foi feita a irradiacdo desta mistura, a t.a, em tubo de pirex® vedado com
septo de borracha, utilizando uma |é&mpada de mercirio de 500 W. Para a refrigeracdo da
l&mpada e filtragdo da radiagdo de comprimento de onda abaixo de 400 nm utilizou-se uma
solucdo aquosa de NaNO2 a 10%. Apds 67 h, o benzeno foi evaporado a pressdo reduzida e
0 produto isolado por cromatografia em placa preparativa (SiO2) com hexano/acetato de
etila (95:5). Observou-se duas manchas com alto valor de Rf (0,84 e 0,75), correspondente
aos diastereoisbmeros do estilbeno; uma segunda mancha foi isolada em peguena
quantidade (cerca de 2mg) e, quando analisada por CG-EM, mostrou ions com valores m/z

de 348, 311 e 259, aém de ions caracteristicos da B-lapachona; a terceira mancha era

graxa; a quarta mancha era amarela mas com tom diferente de B-lapachona, ndo sendo
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isolada; a quinta mancha pouco se deslocou da origem e era uma mistura em que estava
inclusa a quinona original. Uma andlise por CG-EM da mistura bruta mostrou um pico com
area relativa de 0,54% (cromatograma de ions totais) com ifons em m/z = 420(10%),
405(2%), 343, 329, 313, 302, 289, 269 e 253 em baixa abundancia, 240(18%), 225(26%),
212(15%), 197(38%), 180(100%), 165(50%), 152(20%), 115(24%), 104(18%), 77(30%),
51(10%); com érea relativa de 0,17% encontrou-se um pico com ifon molecular 422(6%),
além dos ions 331,243, 180 e 165.

Repetiu-se a irradiagdo com 0,062 g de B-lapachona (0,25 mmol) e
0,136 g de estilbeno (0,75 mmol) em 13 mL de benzeno, desareado com nitrogénio. A
solucdo foi irradiada por 81 h, quando apareceu uma coloracdo verde-musgo, que apoés a
suspensdo da irradiacdo desapareceu, com retorno a cor original - laranja - em cerca de 20
h. Devido a restauragdo da cor original, colocou-se essa solucdo para irradiar por mais 24 h
e pOde-se observar que a coloracdo permaneceu laranja. Através da anadlise por CG-EM da
mistura irradiada, foi observado um componente com picos a m/z = 422, 331, 244, 227,
214, 219, 180, 165, 115, 77 e 51, com é&rea relativa de 0,84% e também foi detectado o ion
m/z = 420 em outro componente do cromatograma.

Uma nova irradiagdo foi realizada com 0,060g de B-lapachona
(0,25 nmol) e 0,132 g de estilbeno em 10 mL de benzeno espectroscopico. A temperatura
da solucdo 10% de NaNO2 foi mantida entre 10 e 20°C. Retirou-se aliquotas da irradiacdo
a24,48e72h.

Analisando a aliquota retirada ap6s 24 h de irradiacdo por CG-EM,
observou-se um pico com é&rea relativa de 0,69% e ions com m/z = 420(9%), 335(0,5%),

240(15%), 225(20%), 212(13%), 197(30%), 180(100%), 165(46%), 152(18%), 105(25%),
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77(25%), 51(12%), aém dos picos 335, 274 e 259 de abundéncia muito baixa; com &rea
relativa de 0,24% encontramos ion molecular de 422 (3%). Este dados sugerem a formac&o
do produto de cicloadicdo, mas a quantidade isolada foi muito pequena e ndo permitiu a

confirmagéo da estrutura

3.3.1.2 Irradiagbes no estado solido

Em um tubo de ensaio, fundiu-se 0,060 g (0,25 mmol) de B-lapachona
misturada com 0,24 g (1,33 mmol) de trans-estilbeno. Ap6s o resfriamento a mistura foi
entdo macerada até formar um po fino, e transferida para um pequeno tubo de pirex®, entdo
desaerada com N2 e o tubo selado. O mesmo procedimento foi feito substituindo-se o trans
estilbeno por 1,5 mmol de 1,4-difenilbutadieno-1,3 e também por 1,5 mmol de 1,1,4,4-
tetrafenilbutadieno-1,3. Nos trés casos foram feitas irradiacbes com filtro de solucdo de
NaNO2 (10%), durante uma semana;, a cada 24h, as misturas eram agitadas para garantir
homogeneidade. A andlise por CCF (CH2Cl2) das misturas mostrou apenas B-lapachona e
as correspondentes olefinas; a irradiacdo do trans-estilbeno foi analisada ainda por CG-EM

e como ndo se detectou produtos, maiores investigacbes ndo foram realizadas.

3.3.1.3 Irradiacdo do 4,4'-dimetoxi-estilbeno e 4,4'-dinitro estilbeno com a f-

lapachona

Em tubo de ensaio foram dissolvidos 0,060 g (0,25 mmol) de B-lapachona
em 15 mL de benzeno e adicionou-se 0,135 g (0,5mmol) de trans-4,4'-dinitro-estilbeno
que foi pouco solivel mesmo apds aquecimento. A mistura foi desaerada com N2 e

irradiada com uma l&mpada de tungsténio de 150 W de poténcia. Em substituicdo ao filtro
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com solucdo de NaNO2 (10%) utilizamos um filtro de vidro Corning 3.73 que transmite
somente acima de 420 nm'?!, fazendo com que apenas a quinona seja excitada.

Da mesma forma, foi preparada e irradiada uma solugdo com 0,120 ¢
(0,5 mmol) de 4,4-dimetoxi-estilbeno, em lugar do 4,4'-dinitro-estilbeno.

Ambas solugdes, apés 3 dias de irradiacdo, ndo indicaram a formacdo de

produtos quando analisadas por CCF (cloroférmio como eluente).

3.3.1.4 Irradiacdo de 2,3-difenil-1,4-dioxeno (DFDX) com p-lapachona
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Figura 42 - Reag@0 de B-lapachona com DFDX formando dioxolano.

0,242 g (1mmol) de B-lapachona foram dissolvidos em 20 mL de benzeno
com 0,476 g (2 mmol) de DFDX. A solugdo foi desaerada com N2 e irradiada através de
um filtro de vidro neutro com uma lampada de Hg de iluminagcdo publica (500 W) por 15 h,
passando da coloragdo laranja para levemente amarela. O solvente foi evaporado em
evaporador rotatorio; & massa solida foi adicionado metanol e a mistura submetida a ultra-
som e filtrada a vacuo. Obteve-se um sblido branco com p.f. = 209-11°C, em rendimento de

69% correspondente ao composto 1.
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A reagdo foi repetida com 1,5 mmol da quinona e 2 mmol de DFDX em
bal&o de vidro pirex desareado com N2, e entdo irradiado com luz solar, por 6 h, obtendo-se
87% derendimento do composto 1.

Andlise para caracterizagcdo desse composto foi realizada, obtendo-se os
seguintes dados: IV (KBr) : 3065, 2972, 2935, 1646, 1586, 1413, 1326, 1160, 1105, 1068,
765 e 694 cm™L; RMN-H1 (CDCly) &: 8,17 (1H, m), 8,13 (1H, m),7,78-7,67 (4H, m), 7,45
(1H, dt, J= 7,02 e 1,36 Hz), 7,33 (1H, dt, J = 6,20 e 1,36 Hz), 7,25-7,19 (6H, m), 4,33-4,13
(2H, m), 3,96 (2H, m), 2,99 (2H, m), 1,87 (2H, dt, J = 6,48 e 1,62 Hz), 1,43 (3H, s) € 1,38
(3H, s) ppm. RMN-Cl; (CDCl) &: 17,39, 26,63, 26,82, 32,09, 61,41, 61,78, 74,03, 94,43,
95,10, 106,6, 119,75, 121,54, 123,27, 123,99, 125,57, 127,27, 127,67, 128,52, 134,46,
137,46, 137,79, 144,10 ppm. E.M. = 480 (~0,1%, ion molecular), 331(0,1%), 275(0,1%),
259 (0,1%), 238 (11%), 214 (1%), 199 (1%), 181 (1%), 159 (6%), 144(0,5%), 130 (1%),

105 (100%), 77 (17%)e 51 (2%).

3.3.2 Reacdo de PB-lapachona com 1-piperidino-1-cicloexeno.
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Figura 43 - Reacdo de B-lapachona com enamina.

Seguindo a metodologia desenvolvida por Ried e Torok'%2

, colocou-se,
num baldo de 50 mL, 0,083 g (0,5 mmol) de 1-piperidino-1-cicloexeno (PPCH) com

0,125 g de B-lapachona (0,5 mmol) e 15 mL de éter etilico anidro e deixou-se em agitagéo,
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protegido com tubo de cloreto de célcio durante 24 h; devido a permanéncia da coloracdo
laranja caracteristica da quinona, adicionou-se mais 0,032 g (0,2 mmol) da enamina, e a
agitagdo continuou por mais 24 h. Em seguida a mistura foi concentrada com evaporador
rotatorio e cromatografada com silica-gel e CH2Cl2/acetato de etila (de 100:0 a 50:50). Nas
primeiras fracbes foram encontradas B-lapachona e uma substéncia menos polar. Fez-se a
nova cromatografia dessas fracbes em silica-gel com tolueno e isolou-se, aém de -
lapachona, uma substancia incolor, que foi guardada a baixas temperaturas dissolvida em
tolueno e lacrada. Quando analisada em CCF, com CH2Cl2, essa substéncia vagarosamente
se tornava laranja e quando eluida, apds a decomposi¢do, mostrava 0 mesmo Rf da [-
lapachona; o mesmo processo de decomposi¢cdo acontecia com menor velocidade se
deixéssemos a solucdo sobre a bancada. Assim, possivelmente, o aduto formado retornava a
forma de quinona original. A solugdo guardada a baixa temperatura permaneceu incolor
ndo se decompondo e apOs evaporacdo do solvente por corrente de N2, pdde ser analisada
por RMN 1H e 13¢.

Numa tentativa de medir o rendimento e aumentar a quantidade a ser
analisada para melhor elucidacdo do composto, antes que o produto se degradasse, a reacdo
foi repetida com 0,180 g (0,75 mmol) de B-lapachona em 20 mL de benzeno seco com
banho de gelo a 0°C, adicionando-se 0,165 g de PPCH (1 mmol). Ap6s 1 h de agitacdo
nenhum sinal de produto foi notado por CCF, (CH2Cl2); retirou-se o banho de gelo e a
reacdo prosseguiu a t.a, surgindo uma mancha em CCF, que condizia com o produto
formado ap6s 1 hora. Como a PB-lapachona ainda era visualizada nas andlises por CCF, a
reacdo permaneceu por mais 20 h quando se adicionou mais 0, 10 g de PPCH, agitando-se

por mais 6 h; nas andlises por CCF ainda era visualizada a B-lapachona. O composto foi
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purificado por cromatografia em coluna com silica gel, usando hexano/acetato de etila
(95:5) como eluente. A tentativa de evaporagdo do solvente em evaporador rotatorio
decompunha o produto, mesmo sem aquecimento. Com auxilio de uma potente bomba de
vacuo foi possivel obter um po fino e branco que, ao ser dissolvido em CH,Cl,, se tornava
alaranjado, porém a adicdo de etanol permitiu a cristalizagdo de uma pequena parte.

O composto 2 isolado da reacdo entre -lapachona e PPCH foi analisado
por: RMN-H (CDCl3) em ppm: 811 (1H, d, J=8 Hz), 80 (1H, d, J=8,5), 7,40 (1H, t,
J=6,9), 7,30 (1H, t, J=6,9), 3,8 (1H, dd, J=1 1,3 e 4,7), 2,75 (2H, m ), 2,27(2H, m) e entre
2,0 e 1,3 (20H, m). RMN-13C (CDCI3) & em ppm: 144,01, 135,58, 134,73, 130,64, 125,48,
123,15, 121,42, 119,57, 107,41 94,40, 76,76, 75,54, 73,77, 34,21 32,18, 28,15, 27,51,

26,91, 26,67, 23,72, 22,39, 22,18, 17,42.

3.3.3 Reacdo de B-lapachona e diazocompostos

X=CH,N

Figura 44 - Adigdo de difenil-diazometano e outros diazo-compostos a [3-lapachona.

Adicionou-se 0,180 g de p-lapachona a solucdo benzénica de difenil-

119

diazometano™ (ver item 3.2.3.2) em 15mL de benzeno, seguindo a literatura?, e deixou-
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se em agitagdo por 45 h. A solugdo foi concentrada a presséo reduzida, cristalizada com
5mL de metanol com auxilio de ultra-som e, entdo, filtrada produzindo 0,173 g de um
solido em po6 branco, correspondente ao composto 3, cujo p.f. foi de 130-3°C
Rendimento de 42%, a partir da p-lapachona.

Na andlise do composto 3 encontrou-se: 1V (KBr) em cm L 3057, 2971,
2928, 2846, 1659, 1568, 1491, 1447, 1161, 1119, 1052, 965, 760, 697 e 639; CG-EM em
m/z (abundancia relativa): 408(100%), 393(4%), 352(10%), 334(8%), 227(7%), 165(30%),
105(20%), 77(10%), 51(8%); RMN-H (CDCl4) & em ppm: 8,09 (1H, d, J=8,3 Hz), 8,82
(1H, d, J=8,3 Hz), 7,65 (4H, m), 7,37-7,34 (8H, m), 2,89 (2H, t, J=6,75 Hz), 1,87 (2H, t,
J=6,74Hz): RMN-13c (CDCl3) & em ppm: 17,5, 26,7, 31,8, 74,3, 102,8, 1188, 1191,
120,6, 122,3, 1224, 125,7, 126,5, 128,1, 128,6, 128,9, 140,9 e 1440.

Pela mesma metodologia, 0,180 g de B-lapachona foram adicionados ao
produto dareagdo de 1g de hidrazona da fluorenona com 2,58 de HgO amarelo e deixado
em agitacdo por 24 h. Uma CCF (CH,Cl,) exibiu a presenca B-lapachona; retirou-se uma
aliquota da mistura que foi seca por vacuo e analisada em IV demonstrando uma forte
absorcdo em 2060 cm-1, caracteristico do grupo C=N,, além das bandas em 1698 e 1646
(C=0), demonstrando a presenca do diazocomposto e da quinona, respectivamente.

A mesma marcha foi seguida com 0,30g de hidrazona da 4,5-
diazafluorenona com 1,5 g de HgO, adicionando-se em seguida 0,60 g de pB-lapachona ao
diazocomposto formado: apos um dia de reacdo as absor¢des em 2070 e também em 1695 e
1637 cm™L ndo sofreram alteracdo perceptivel. As duas Ultimas reagcdes foram guardadas a

baixa temperatura.
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3.3.4 Sintese de fenazinas a partir de B-lapachona e diaminas
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Figura 45 - Reagbes de [3-lapachona com [-diaminas.
3.3.4.1 Reacdo com etilenodiamina.

Em 4 mL de benzeno dissolveu-se 0,485 g (2mmol) de B-lapachona e
resfriou-se em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 0,18 g de etilenodiamina (3 mmol)
e nmanteve-se em agitacdo durante 52 h, a t.a Andise por CCF (CHCl3) mostrou vérios
produtos.

A solucdo foi concentrada em evaporador rotatorio e entdo submetida a
coluna cromatogréfica com silica gel, aumentado o gradiente de polaridade do eluente na
ordem hexano, CH,Cl, e acetato de etila

0,343 g da fenazina esperada (5) pode ser isolada da mistura reacional;
rendimento 65%. A substéncia foi analisada EM em m/z: 264 (5%), 249 (2%), 236 (2%),
221(100%), 181 (2%), 126 (3%), 102 (1%), 75 (2%), 51 (1%), 41 (7%). IV (KBr): 3068,
3036 (C-H aromético), 2968, 2934, 2848, 1594, 1512, 1367, 1114 cm™. RMN-H (CDCl,),
o em ppm: 1,50 (6H, s), 2,04 (2H, t, J= 6,5), 3,23 (2H, t, J= 6,5), 7,70-7,75 (2H, m), 8,34

(1H, m), 8,72 (1H, d, J=2,28), 8,81 (1H, d, J=2,28), 9,12 (1H, m); RMN-15C (CDCl), & em
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ppm: 17,96, 26,51, 32,06, 75,36, 109,66, 121,61, 123,94, 127,0, 127,82, 128,37, 129,98,

137,68, 139,62, 143,14 e 150,42.

3.3.4.2 Reacdo de B-lapachona e 5, 6-diamino-uracila

0,360 g (2,5 mmol) do 5,6-diamino-uracila foram dissolvidos em 10 mL
de &gua, adicionou-se uma solucdo de etanol (20 mL) com 0,485 g de B-lapachona
(2 mmol), acrescentando 1,5 mL de NH,OH. A reacdo permaneceu em agitagéo at.a, por 1
dia; como ainda havia B-lapachona, (CCF, eluente hexano/acetato de etila (85:15)),
adicionou-se mais 0,142 g do composto diaminado. Obteve-se 0,360 g de um produto
solido marrom; no processo de secagem do material houve um erro com perda de boa parte
do produto, restando apenas 0,160 g do material que foi purificado por cromatografia em
coluna com silica gel, separando-se principalmente 0,026 g de um solido amarelo
fluorescente correspondente a fenazina, composto 5. Esta se mostrou insolivel em
cloroférmio, mas soltvel em dimetilsulfoxido. 1V (KBr), em cm™: 3242, 3074, 2974,
2923, 2852, 1723, 1686, 1554, 1516, 1423 e 1116; RMN-H! (DMSO-dy) &: 1,46 (6H, s),
2,0 (2H, t), 3,05 (2H, t), 7,76-7,84 (2H, m), 8,20 (1H, dd, J=7,1 e 3,56), 8,94 (1H, dd, =
6,5 e 2,4); RMN-C!® (DMSO-dg) &: 17,87, 26,50, 31,35, 76,93, 109,61, 122,23, 126,61,
128,78, 129,94, 133,68, 144,78, 147,69, 150,26, 153,60, 161,16; E.M. m/z (abundancia
relativa): 348 (32%, ion molecular), 305 (33%), 293(100%), 232(16%), 221 (41%), 194

(26%), 179 (21%), 166 (25%), 151 (18%), 140 (30%), 102 (18%), 77 (31%).
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3.35 Acetilacdo da pB-lapachona
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Figura 46 - Reacdo de acetilacdo de B-lapachona.

0,363 g (1,5 mmol) de B-lapachona foram dissolvidos em 15 mL de
anidrido acético em banho de gelo com agitagdo, adicionou-se 2 gotas de piridina e 0,250 g
de Zn (em pd). A solugdo escureceu e passou a azul escuro, lentamente a verde e clareando
a cinza com tom esverdeado, num periodo de 15 min.. Aqueceu-se até a ebulicéo e filtrou-
se, lavando com &gua e acido acético; fez-se a extracdo com éter e agua, em seguida a fase
organica foi concentrada e seca. 0,432 g (89% de rendimento) da [B-lapachona acetilada,
composto 6, foi isolado como um sblido branco com p.f. = 167-8°C. O produto foi
analisado por IV (KBr): 3069,0, 3028,7, 2976,5 2939,2, 2862,1, 1770,6, 1578,6, 1506,2,
13725, 1169,7, 1115,1,7654 cm’; RMN- H(CDCl3) & em ppm: 1,41 (6H, s), 1,86(2H, 1),

2,34 (3H, s), 2,41(3H, s), 2,68 (2H, t), 7,41 (2H, m), 7,65 (1H, dm), 8,18(1H, d) e RMN-
B¢ (cpcly) 17,92, 20,37, 26,70, 31,84, 74,8, 1094, 120,63, 122,1, 124,25, 12511,

126,68, 129,99, 138,48, 147,88.

3.4 CALCULOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Utilizou-se método semi-empirico (AM1) para as moléculas estudadas.
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Os programas pH4 e pcwin foram usados para desenhar e minimizar
previamente a energia de todos os compostos que foram salvos para o MOPAC 6.0/
Windows 95. O MOPAC foi usado para otimizar a estrutura e calcular os valores de energia
dos orbitais moleculares HOMO e LUMO, bem como calor de formac&o, e ainda localizar
0s carbonos com os maiores coeficientes de orbitais atdmicos LUMO. As palavras-chaves
usadas no MOPAC foram: PRECISE, AM1, XYZ, GRAD, VECTORS e GNORM=.2;
guando necessd&rio substituiu-se a palavra-chave GNORM=.2 por EF para alcangcar um
gradiente satisfatorio. Essas palavras-chave tém as seguintes finalidades:

AM1 define os parémetros do Hamiltoniano a ser usado.

PRECISE torna mais estritos os critérios de otimizacdo de geometria por
um fator de 100.

GRAD - mostra o valor de norma de gradiente.

XYZ - converte a geometria da molécula em coordenadas cartesianas.

VECTORS - imprime os coeficientesdos orbitais

GNORM= n - define o critério de terminacdo da otimizagcdo da geometria.

Os valores de densidade eletronica tém como valores de referéncia o
nimero de elétrons de valéncia de cada elemento, a saber: C=4,0; H=1,0; 0=6,0 e N=5,0;
valores de densidade eletronica maiores que estes nimeros correspondem a carga negativa
(e valores menores, a carga positiva). A energia de HOMO ¢é aproximadamente de mesmo

valor, em médulo, que o potencial de ionizagdo da composto em questéo, isto é conhecido

como teorema de Koopman!?



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse trabalho investigamos as reagctes de adicdo em ambas as carbonilas
da B-lapachona, através da formagdo de fenazinas, com compostos diaminados vicinas,
anéis dioxanos, por acdo de enaminas e processos fotoguimicos com olefinas; 1,3-

dioxolanas, com uso de diazocompostos €, ainda, a acetilacdo com zinco e anidrido acético.

4.1 CALCULOS DE MODELAGEM MOLECULAR PARA A B-LAPACHONA E SEUS
CONGENERES

A B-lapachona e seus isdmeros foram estudados por AM1, obtendo-se os

seguintes dados:

Quinona HO ;,
-9,62069 -1,44935 -64,59931 0,00987

B-lapachona -9.21998 -1.31086 -66.30200 0,00913
Tabela 1- Energias de orbitais de fronteira de B-lapachona e isbmeros.

A entalpia de formagdo observada mostra que as isomerizacbes do
lapachol para suas formas ciclicas so favoraveis e a forma o é mais estavel que a forma 3,
possivelmente devido a repulsdo das carbonilas na o-quinona. Como ambas as formas sao
obtidas pela acdo de &cidos, € possivel haver uma competicdo entre controle termodinamico
X cinético.

Os atomos relevantes da B-lapachona com maiores valores de coeficiente

no HOMO e no LUMO estdo mostrados na Tabela 2.
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Atomo  Coeficiente no HOMO coeficiente no LUMO  Densidade

Eletrénica
C5 -0,02699 0,23981 3,7558
C6 -0,03141 0,20781 3,7773
C7 -0, 10597 -0,08128 4,0774
C8 -0,22947 -0,21447 4,1263
C9 -0,06614 0,20151 4,1100
Ci10 0,17715 0,10586 4,0995
Ccuu -0,30157 -0,28698 3,8382
C12 -0,50902 0,22227 4,2761
C13 0,22026 -0,27158 4,0238
Ci14 0;14363 0,25360 4,1292
05 0,19115 -0,26114 6,2472
06 0,04749 -0,23172 6,2338

Tabela 2 - Coeficientes de HOMO e LUMO e densidades el etronicas de &t.omos da 3-lapachona.

Os carbonos mais positivos sdo os das carbonilas e o C11 - que pode
sofrer adicdo de Michael. Estes valores concordam com o0s experimentos de Neder®
(Figura 13) que utilizam um grupo tiol que tem caracteristicas de base mole, por ser de
facil polarizabilidade, e por isso tende a interagir com o carbono com maior valor de
coeficiente no LUMO, no caso o C11. Embora o C13 também tenha alto valor relativo de
coeficiente no LUMO, o mecanismo da reagdo proibe o ataque a este carbono, pois haveria
perda da aromaticidade do anel. O nitrogénio, que € pouco polarizavel, constituindo uma
base mais dura, tende a preferir centros de menor densidade eletronica. Os calculos
indicam que o C5 possui densidade eletronica ainda mais baixa que o C6, devendo ser mais

susceptivel a0 ataque de aminas; entretanto, a diferenca € muito pequena e o oxigénio do



anel pirénico faz ressonancia com o C5, o que poderia levar a expulsdo da amina ainda
protonada, e isto levaria o ataque ser preferencial ao C6, como foi observado por Pinto e
col..na reagcdo com aminas priméarias3104-106 e mais recentemente, por Di Chenna e
colaboradores'2>, com anilinas substituidas.

Dessa forma os calculos estédo coerentes com os dados experimentais. a
interacdo de duro-dura € predominantemente controlada por cargas, resultando em ataque
ao C6, enquanto que a interagdo mole-mole tende a ser controlada pela diferenca de energia
entre orbitais de fronteira HOMO e LUMO, resultando no ataque ao carbono com maior

valor do coeficiente no LUMO, no caso o C11.

4.2 IRRADIACOES

Reacbes fotoquimicas de quinonas em presenca de olefinas tem sido
relatadas na literatura. Dois caminhos sdo0 normalmente encontrados: a cicloadigdo [2+2],
produzindo oxetanas (reagdo de Paterno-Biichi) e cicloadicdo ndo concertada [4+2],

produzindo derivados de dioxeno (aduto de Sch(')nberg)127 (Figura 45).

R1 R2
o
/” . /;O Rs” X Rs ‘/ ‘ + 0
“ j/ S : \Ra H//\r
= hv L
o-quinona Reacao de Paterno-
Biichi (oxetana) Aduto de Schonberg
( dioxanos)

Figura 47 - Cicloadigbes de olefinas a o-quinonas.

Os mecanismos destas reacdes ja foram bastante estudados com

quinonaslzs’ 129,130 A dmite-se gue a quinona é excitada ao estado singlete e decai ao estado
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triplete. O estado triplete pode retomar ao estado fundamental ou interagir com a olefina

formando o birradical 1,4, que normalmente cicliza formando oxetana, ou o birradical 1,6,

que produz dioxanol3l,

Q*1 _¥sc o Q*B

Q® + olefina —  birradical-1 ¢
birradical-1,4 — oxetana
birradical-1.6 — dioxano

Takuwa e col.132 estudando fenatreno e naftoquinonas, descreveram ainda
gue oxetanos sdo fotossensiveis e podem se decompor aos dioxanos ou aldeidos
correspondentes, quando irradiados em A>300nm.

Reagbes fotoquimicas de o-nafloquinona com cis- e trans-estilbeno
fornecem anéis do tipo dioxanos com rendimentos de 49 e 62%, respectivamente 133.
Quando irradiamos B-lapachona com trans-estilbeno encontramos, em andlise de CG-EM,
um pico com ion molecular (m/z) 422 correspondente ao aduto destes compostos, além de
outro com ion molecular 420 que seria este aduto desidrogenado. Entretanto, esses picos
cromatograficos correspondem a apenas cerca de 1% do cromatograma de ions totais
(Espectro 7). Parte dos compostos formados pode ter sido decompostas durante a andlise,
devido a ata temperatura do forno (entre 70 e 300 °C). Um fato ase considerar € que 0s
dados de espectrometria de massa para a B-lapachona pura ndo mostram o ion 165, que
ocorre apenas para 0 estilbeno; quando se encontram ions picos com m/z 242 (ou 244 ou

240) e 165 juntos € possivel que tenha ocorrido formacdo do aduto, sem que o ion
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molecular tenha sido registrado (Espectro 8). Essa ocorréncia aumentaria a area relativa
atribuivel ao aduto para cerca de 2%.

O fato de haver isomerizacdo do trans-estilbeno para a forma cis sugere
gue houve interacdo da quinona com a olefina, pois a radiacdo aplicada foi filtrada por
solugdo de NaNO, (10% pl/v), que permite a transmissdo apenas da luz acima de 380 nm
(Espectro 6), excitando somente a [-lapachona (A 430 nm), de forma que o0 trans
estilbeno, cuja absorcdo méaxima esta em comprimentos de onda de 228 e 296 nm, ndo
absorveria tal irradiagdo. Embora a PB-lapachona seja utilizada como sensibilizadoral34,
para a formagdo do estado triplete de algumas olefinas (ET = 192 kJmol) 135, ndo € possivel
haver transferéncia de energia desta quinona para o estilbeno devido a maior energia do
triplete desta olefina (E; = 206kJ/mol para o isdmero E e 227 kJ/mol para o isdmero z)'?%,
E possivel que a quinona excitada interaja com a olefina gerando um birradical que, por
rotacdo livre das fenilas, dissipa energia, e ao invés da ciclizagdo esperada, a maior parte
das moléculas retorna para a B-lapachona no estado fundamental e o estilbeno na forma do
seu diasteroisdbmero, passando do trans para cis (Figura 46). O mesmo mecanismo se
aplicaria ao 4,4'-dimetoxiestilbeno pelo fato de também possuir maior energia de triplete
(Er = 203 kJmol). Ja o 4,4-dinitro-estilbeno possui energia de triplete (E.= 189
kJmol)12 proxima & da B-lapachona, sendo possivel que neste caso haja transferéncia de

energia e consequente isomerizacao.
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Figura 48 - Interagdo entre o-quinona excitada e olefina

Os resultados obtidos, apesar dos com baixos rendimentos, nos
motivaram a experimentar estilbenos substituidos com grupos doadores e retiradores de
elétrons e para isso foram realizadas as sinteses de 4,4'-dimetdxi-estilbeno e 4,4-dinitro-
estilbeno, respectivamente, que também ndo resultaram em produtos quando irradiados
com a P-lapachona. O mesmo aconteceu quando utilizamos os dienos transtrans-1,4-
difenil-1,3-butadieno e 1,1,4,4-tetrafenil-1,3-butadieno. No entanto obtivemos a referida
cicloadicdo com o 2,3-difenil-l,4-dioxeno (DFDX), em 87% de rendimento. Para verificar
se a reacdo era reamente fotoquimica fizemos a contraprova com a mistura dos reagentes
no escuro e mesmo apds uma semana ndo foi observado nenhum produto.

De acordo com Silva, o DFDX reage preferenciamente por
fotocicloadicdo para formar anel com 6 &omos, geralmente como Unico caminho, devido
ao efeito estérico impedir a ciclizacdo pelo birradical-1,4. Nas reagbes com outras olefinas
menos impedidas, geralmente, o produto majoritério se forma por fotocicloadicdo [2+2]131.

O anel do DFDX impede a rotacdo livre entre os carbonos, na forma
radicalar, provenientes da ligacdo dupla; dessa forma, ndo h& energia dissipada como

ocorria com o0 trans-estilbeno. Além disso, a olefina € cercada de grupos doadores de
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elétrons que estabilizam a forma radicalar, permitindo a formacdo do produto com
melhores rendimentos.

Na determinagdo da estrutura do aduto formado entre DFDX e j-
lapachona observou-se, por CG-EM, o pico do ion molecular em m/z 480 (muito pequeno),
0s picos 199(1%), 181(1%) el59 (5%) caracteristicos das fragmentagdes da B-lapachona,

aém dos picos 105 (100%) de CgHs-CO+, 77 (17%), 51(20%) (Espectro 10).

@

17
8
16

15

23
Composto 1
B —lapachona com DFDX

Através de RMN 13C-DEPT pode-se atribuir as seguintes multiplicidades

aos carbonos (Espectro 16):

Tipos de Carbone Deslocamentos Quimicos (ppm)
c 74,3, 94,7, 95,3; 106,8; 124 2; 134; 137,7,
' 138,2 ¢ 144,33,
CH 119,78; 121,6; 123,3; 125,6, 127,7 ¢ 128,6
CH, 17,6,32,3;61,4 61,8
CH; 26,7 € 26,9

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos e multiplicidade dos carbonos do composto obtido da
irradiagdo de B-lapachona e DFDX.

Analisando 0 espectro de RMN H (Espectro 11) observa-se na regido de
campo mais alto a presenca do anel pirdnico com as duas metilas - ao todo 6H -

desdobradas em dois singletes préximos com valores de 1.38 e 1.43 ppm, devido ao efeito
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anisotropico da fenilas ligadas aos carbonos dos cetais. Além disso, aparece 0 grupo
metileno (dt, 1,88 ppm) do C3 e o grupo metileno com deslocamento em 2,89 ppm do C4.
Uma observacdo mais detalhada das constantes de acoplamento dos hidrogénios do C4
junto a simulagbes (programa ACD/HNMR 1.0) indicaram que este sinal € um sistema
AA', BB', de segunda ordem com constantes de acoplamento aproximadamente: J= 17,5 e
7,0 Hz para um hidrogénio e J=17,5 e 6,2 Hz para o outro.

Analisando ainda o espectro de RMN 'Y, observa-se na regido de
aromaticos sinais de multipletos em 8,17 e 8,13 ppm (H7 e H10) que estdo acoplando com
outros sinais em 7,45 e 7,33 ppm (H8 e H9). O sina entre 7,78 e 7,67 ppm corresponde
aos 4 hidrogénios orto das fenilas, que estdo acoplando com o sina entre 7,25 e 7,19 ppm
dos hidrogénios meta e para, também das fenilas, conforme o espectro de HOMOCOSY
(Espectro 13). Os sinais em 4,20 e 3,96 ppm sdo correspondentes aos H17 e H18; dados
de HETCOSY (Espeetro 14 e 15) mostram que esses hidrogénios estdo ligados aos

carbonos carbindlicos com sinais em 61,41 e 61,78 ppm.

"H x BC-COSY

N° do C 8 13C S'H 'Hx'H-COSY

2JCH 3JCH
2 74,03 - - H3  H-4eH-23
3 32,09 1,88 H-4 H-4 H-23
4 17,39 2,89 H-3
5 137,46 - ; -
6 138,21 - - H-8
7 121,77 8,13 H-8 H-8 H-9
8 123,50 7,35 H7¢H9 H-7eH9  H-10
9 125,80 7,45 H-8 ¢ H-10 H-10
10 119,98 8,18 H-9 H-10
11 144 33 _ - H-10 H-4
12 106,82 a - H-4 H-3
13 134,46 ; - H-4
14 124,23 _ - H-7
15 94,66 - -

16 95,33 - 3
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17 6141 420 H-18
18 61.78 3.96 H-17
19 § -
20 12750 772 A2l
21 127,89

%) 2875 2 H-20

27.05 138
23 26,87 1.43 -

Tabela 4 - Deslocamentos de *3C e *H do composto obtido de DFDX + B-lapachona

4.3 REACAO COM ENAMINAS

Reacbes de cicloadicdo do tipo [4+2] sdo descritas na literatura como a

interacdo de um dieno (4 elétrons ) e um diendfilo (2 elétrons), e sdo geralmente conhecidas

como reacdo de Diels-Alder, favorecida quando o dieno possui baixa densidade eletronica -

com grupos retiradores de elétrons - e o diendfilo possui alta densidade eletronica- grupos

doadores de elétrons. Assim, quinonas reagem muito bem como diendfilos, podendo ser

precursoras de outras quinonas maiores, algumas vezes com rendimentos quantitativos

(Figura 47).

OAc

=

R Y

OAc

0

Figura 49 - Reacdo de Diels-Alder com p-quinona (diendfila).

Entretanto, Ried e Torok'?® demonstraram gue o-quinonas podem reagir

no papel de dieno com enaminas, formando anéis do tipo dioxano, com rendimentos entre 3

e 99%. Wanner e Koomen

1

36 observaram que a esteroquimica do produto principal obtido

consistia numa adi¢cdo do tipo sin, sugerindo que esta adicdo seja concertada.
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Na reacdo de B-lapachona com 1-piperidino-I-cicloexeno (PPCH) a 0°C
ndo houve formacdo de produto, no periodo de 1 h, analisados por CCF, no entanto quando
elevamos a temperatura a t.afoi possivel visualizar uma mancha com elevado valor de Rf;
correspondente ao produto. Mesmo apds a adicdo de um excesso da enamina e 40 h de
agitacdo a presenca da quinona ainda era perceptivel. O produto ndo se degradava na
purificacdo por coluna cromatogréfica, mas se decompunha ao tentar-se evaporar o solvente
em evaporador rotatério. Estes fatos sugerem que a reagdo se passa por um equilibrio.
Célculos de modelagem molecular demonstraram que o produto de cicloadicdo possui
maior valor de entalpia de formagdo gque os correspondentes reagentes - como era esperado

devido a aromatizac8o do anel da quinona e a formagdo de ligagBes a em lugar das ligacbes

n. Com os dados obtidos por célculos tedricos foram estimadas as entalpias da reag&o.

AH; com
Compostos HOMO LUMO  AH¢ (kcal/mol) B-lapachona
(kcal/mol)
MCH -8,53963  1,14293 -43,47040 -5,72788
PPCH -8,53963  1,34035 -15,58346 -5,35597

B-lapachona 921998 -131086  -66,30200 -
Produto da reagéo de
f-lapachona + MCH
Produto da reagio de
B-lapachona + PPCH

-7,86256 -0,05690 -115,50028 -

-71,91453  -0,11794 -87,24143 -

Tabela 5 - Calculos tedricos de orbitais de fronteiras e AH, entre B-lapachona e enaminas.

Embora a entalpia da reacdo seja favoravel ao produto formado, a
entropia do sistema diminui bastante na formagdo de um sO composto.

Utilizando ainda célculos tedricos foi possivel determinar o carbono
olefinico com maior coeficiente no HOMO, responsavel pelo atague a carbonila, e também
0 de maior coeficiente, em modulo, no LUMO que sofre ataque da outra carbonila, além

das densidades eletrénica desses carbonos. Assim é possivel sugerir a regioquimica do
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produto formado, notando-se que apesar do 05 da carbonila possuir maior coeficiente de
LUMO que o O6 (diferenca de de cerca de 0,03), ele contem maior densidade eletrénica e
muito maior coeficiente de HOMO (diferenca de cerca de 0,15) - Tabela 1. Isto pode ser
explicado pela conjugacdo do oxigénio do anel piranico com a quinona influindo
diretamente sobre o oxigénio 05. Dessa forma, € provavel gue o oxigénio 06 receba os
elétrons do dieno enquanto o oxigénio 05 doe os elétrons, na ciclizacdo. Analisando as
enaminas, em ambos os casos, PPCH e MCH, observa-se que o C2 possui o maior valor de
coeficiente de HOMO e também densidade eletronicas e o C1 maior valor de coeficiente de

LUMO.

o OO
MCH

PPCH

Coeficiente Coeficiente Densidade
de HOMO de LUMO Eletronica
MCH (C1) 0,34600 -0,62744 4,0057
MCH (C2)  0,49989 -0,60830 4,2340
PPCH (C1)  0,36254 0,64107  3,9976
PPCH(C2) 053117  -061523 42408

Tabela 6 - Célculos de coeficiente de HOMO, coeficiente de LUMO e densidade eletrénica de
atomos das enaminas.

Compostos

A partir destes calculos e dados da literatura propomos 0 mecanismo

(Figura 50).

e

A1
QX ™~

0

X= 0 ouCH,

Figura 50 - Mecanismo proposto para a cicloadigdo de enaminas com [-lapachona.
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Devido a féacil decomposicdo do composto 2, produto da reacdo entre-
lapachona e PPCH, ndo conseguimos obter um espectro de massa, que seria Util para uma
andlise estrutural mais completa. Entretanto, a andlise de RMN 4 (Espectro 18) mostrou
os sinais de hidrogénios aromaticos referentes aos H7 e H10 na forma de dois dubletes em
deslocamento 8,12 e 8,0 ppm e também os H8 e H9 em 7,40 (1H, t, J=6,9 Hz) e 7,30 ppm
(1H, t, J=6,9). Naregido de campo mais baixo haum sinal em 3,80 ppm (1H, dd, J=l 1,3 e
4,7) referente ao hidrogénio ligado a um carbono assimétrico. Além disso, aparecem sinais
do H4 em 2,8 ppm, do H3 em 2,3 ppm e varios sinais, um total de 20 hidrogénios, se
sobrepondo entre 2,0 e 1,3 ppm Com esses dados junto a0 de espectroseopia de RMN 3¢

propomos a seguinte estrutura para 0 composto obtido:

Composto 2
B ~lapachona com PPCH

Na andlise do espectro de RMN B3¢ (Espectro  19) encontra-se
deslocamentos quimicos em 144,0, 135,6 e 134,7 ppm, referentes aos carbonos aromaticos
ligados ao oxigénio. Os sinais em 119,6, 121,4, 1231 e 125,5 podem ser atribuidos esses
valores aos carbonos metinicos (CH) do anel aromético. O sina em 107,4 ppm é tipico do
C12 quando o anel da quinona se torna aromatico. O carbono ligado simultaneamente ao
oxigénio e ao nitrogénio esta em 94,6 ppm, enquanto C2 aparece em 75,8 ppm e o carbono
assimétrico (CH) em 74,2 ppm. Os metilenos ligados ao nitrogénio aparecem em

76,8 ppm Na regido dos aliféticos os sinais 17,6 (C4), 26,9 (CHjz) e 32,5 (C3) séo
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caracteristicos do anel piranico da quinona; ao lado desses sinais observa-se outros sinais

relacionados aos demais carbonos metilénicos (do anel piperidinico).

4.4 DIAZOCOMPOSTOS

ReacOes entre o-quinonas e diazocompostos sdo conhecidas e
exploradasl37. Ha um antigo pedido de patente138 descrevendo a reacdo de 3-lapachona com
diazocompostos sem qualquer detalhamento do procedimento utilizado ou comprovagéo de
produtos formados.

Com a metodologia de Fieser foi possivel obter a estrutura de 1,3-
dioxolana a partir de p-lapachona e difenil-diazometano (DFDM) em rendimentos
razoaveis. 9-Diazo-fluorenona e 9-diazo-4,5-diazofluorenona ndo apresentaram produto
em andlise por CCF. Na andlise por |V aparece banda de absor¢do forte caracterizando
tanto o grupo diazo (N=N) a 2059 e 2070 cm‘l, respectivamente, quanto a quinona, a 1694
e 1637 cm1 (C=0); isto confirma que ndo houve reacéo.

Uma explicagdo para o fato de ndo ocorrer a reacdo, nas condicdes
impostas, com estes Ultimos diazocompostos, é a estabilidade obtida na conjugacdo do anel
de 5 carbonos com 6 elétrons deslocalizados, caracterizando aromaticidade e, consequente

pouca reatividade (Figura 51).

Figura 51 - Sistema aromético de diazo-compostos derivados da fluorenona (X= CH ou N).
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Embora o objetivo deste trabalho ndo seja de estudos mecanisticos,

propomos, de acordo com a literatura®’

, que inicialmente ocorra adicdo 1,3-dipolar do
diazocomposto, formando um intermedidrio, que mediante uma eliminagdo intramolecular

se converteria no produto desgjado, embora também seja possivel a eliminacdo direta de N,

(Figura 52).
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Figura 52 - Mecanismo proposto para a formag&o da 1,3-dioxolana a partir da 3-lapachona e do
diazocomposto.

O produto obtido com DFDM (composto 3) ndo demonstrou banda de
absorcao de carbonila ou de grupo diazo no espectro de IV (Espectro 20). A andlise desse
composto apresentou banda de absor¢do de aromatico a 3057 (C-H), 1613 e 1568 cmt
(esqueleto C=C) e padrdes de 5H e 4H aromaéticos, vizinhos, a 697 e 760 cmt, aém da

deformacdo axial simétrica de forte intensidade de C -O -C, em 1052 cmL.
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Composto 3
B-lapachona com difenil-diazometar

No CG-EM encontramos apenas um pico no cromatograma, indicacdo de
pureza, que forneceu o ion molecular a m/z 408 (100%) com fragmentacfes indicando
perda de metila (m/z 393), isobutileno (m/z 352), além dos tipicos ions a m/z 105, 91, 77 e
51, entre outros (Espeetro 21).

Com a andlise de RMN 3C-DEPT (Espeetro 24) determinou-se a

multiplicidade dos carbonos (Tabela 7).

Tiposde Carbono Deslocamentos Quimicos (ppm)
74,33; 102,83; 118,8; 120,57,

¢ 128,61,140,90; 144,62
119,12; 122,27, 122,42; 125,73,

cH 126,47; 128,12 e 128,90

CH2 17,47 e 31,75

CH3 26,69

Tabela 7 - Deslocamentos quimicos e multiplicidade do composto obtido de 3-lapachonae DFDM.

Analisando os espectros de RMN para til e 13C, encontramos sinais
correspondentes ao anel piranico, com os tripletes em 6 1,87 (2H) e 2,89 (2H)ppm,
correspondentes aos carbonos com deslocamentos em 31,75(C3) e 17,47(C4),
respectivamente, além dos sinais das metilas (0 1,39 (6H) e 26,72 ppm) e do C2

74,3 ppm).
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Na regido de arométicos, observa-se um dublete em & 8.09 ppm (1H), no
espectro de RMN 4, correspondente ao & 119.12 ppm do C10 no espectro de RM N3C, e
outro dublete (6 7.82 (1H) e 125.73 ppm) do C7. Ha um sina em & 7.79 ppm (m, 4H)
correspondente aos hidrogénios em posi¢do orto- das fenilas (6 128.90 ppm). Os demais
hidrogénios (8H) estdo em & 7.35 ppm, ligados aos C8 e C9 (6122.27 e 122.42 ppm), ao
C18 (6 128.11 ppm) e ao C19 (6 126.47 ppm).

No espectro de RMN 13¢ n3o se encontram as carbonilas da quinona; em
contrapartida ha sinais de carbonos aromaticos ligados a oxigénio C11 (6 144.62 ppm) e C5
(6 140,90 ppm) e C6 e (141,17 ppm), além da presenca do carbono do cetal, C15 (o
102,87 ppm).

Os célculos tedricos indicaram que tanto a densidade dos carbonos
aromaticos quanto os seus coeficiente no HOMO, relativos a B-lapachona, tiveram um
consideravel aumento. A energia de HOMO da quinona passou de (-) 9, 21998 para (-)

7,94356; esse aumento sugere que a substituicdo eletrofilica ao anel aromatico € muito mais

vidvel no composto formado, comparado a quinona.

4.5  FENAZINAS

Derivados de benzo-fenazinas tém mostrado atividades antitumorais que
despertam o interesse na sintese de novos compostos dessa classe'®®, Estudamos a reacdo
de B-lapachona com os compostos diaminados vicinais etilenodiamina e 5,6-diamino-
uracila.

A reagdo com etilenodiamina forneceu a fenazina esperada com bom

rendimento (69%), o qual é superior a outros analogos descritos na literatura, como 4-(etil)-
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amino-1,2-naftoquinonal. Somente dois exemplos de reacdo de diaminas com [-lapachona

100 & 4-cloro-| ,2-

foram encontradas na literatura, ambas arométicas. o-diamino-benzeno
diamino-benzeno'®. O estudo da adicdo com aminas primarias foi explorado por Chavés e
col..,que descreveram a formacdo de oxazOis com estes compostos, entretanto para ocorrer

a reacdo é necessario um excesso da amina, mesmo assim fornecendo produtos com baixo

rendi mento105 '107.

Quando comparamos 0s resultados obtidos com os de Chavésl0s

sugerimos que o primeiro ataque a carbonila consiste na etapa lenta da reacdo, e que a
ciclizacdo e a oxidagdo sdo etapas rdpidas do mecanismo (Figura 53).

OH

(t ¥ RH(CHa),NH,

it o] N/\\

-H/+H
etapa

—_— 7 <’
lenta
0
0,

u@ N

N
ar “ H0 Ll

o] 0

NH.

()

)

=
4

[o}

Figura 53 - Mecanismo proposto para formagao da fenazina a partir de -lapachona e
etilenodiamina.

Esta fenazina apresentou o ion molecular em m/z 264 e os fragmentos

249 (perda de metila),236 (perda de e'[ileno),221

(perda de propila), entre outros.
O anel piranico foi identificado por espectroscopia de RMN 4 com os
deslocamentos semelhantes aos da quinona original, com o mesmo padréo de integracdo e

acoplamento: 6 1,43 ppm (6H, s, metila), 1,93 ppm (2H, t, J= 6,5 Hz, C3) e 3.13 (2H, t,

J=6,5 Hz, C4). A regido de campo mais baixo mostrou ao todo 6 hidrogénios. Andlise do
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espectro de correlagdo homonuclear de hidrogénio (1H X 1H-COSY) indica que ha
acoplamento entre os hidrogénios com deslocamento quimico a & 1,93 ppm com 3,13 ppm;
7,65 ppm com 8,26 e 9,03 ppm; 8,61 ppm com 8,68 ppm. Isto permite identificar os
hidrogénios dos carbonos 6 e 7, correspondentes aos sinais em 8,61 e 8,68 ppm, 0s
hidrogénios em 8,26 e 9,03 ppm que estdo ligados a C9 e C12, e os hidrogénios em 7,65

(2H) que sio de C10 e Cl11. Andise de RMN °C-DEPT esta listada na tabela abaixo

Tipos de Carbono Deslocamentos Quimicos (ppm)
C 75.4,109.7,127.8, 129.9, 137.7, 150.4
CH 121.6,123.9, 127.0, 128.3, 139.6, 143.1
CH; 17.9,32.1
CH; 26.5

Tabela 8 - Deslocamentos quimicos e multiplicidade dos carbonos do produto obtido de -
lapachona e etilenodiamina.

Os valores apresentados juntamente com os dados de HETERO-COSY e
COLOC, estdo resumidos na tabela abaixo e foram determinantes para o assinalamento dos

deslocamentos quimicos de cada carbono. Esses valores foram comparados com modelos

similares descritos na literatural®.

"Hx"C-cOSY

N° do C § ¥C s'H  'Hx'H-COSY

“Ten *Ten
2 75,36 - - H-3 ¢ CH; H-4
3 32,06 2,03 H-4 H-4 CH;
4 17,96 3,23 H-3 H-3 -
6 143,14 8,81 H-7 H-7
7 140,06 8.72 H-6



72

9 123,94 9,12 H-10e H-11
~————i(1) 112287,’307 7,70-7,75  H-9 e H-12 H-9 ¢ H-12
12 123,94 8,34 H-10 ¢ H-11
13 150,42 ; ; H-4
14 109,66 - - H-4 H-3
16 137,68 - X H-7
17 129,08 _ - H-10
18 127,82 - - H-12
CH, 26,51 1,50 - ; H-3 e CHs

Tabela 9 - Deslocamentos quimicos de RMN 'H ¢ "°C e correlagdes do produto de reagdo entre -
lapachona e etilenodiamina.

A outra fenazina foi obtida com um composto diaminado de anel

pirimidinico, a 5,6-diamino-uracila.

o]
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Figura 54 - Produto da reacéo entre B-lapachona e 5,6 diamino-uracila.

Esta classe tem sido importante na bioguimica e na quimica de
substancias para fins farmacolégicos. vitaminas (tiamina), bases nitrogenadas do ADN
(uracila), estimulantes (cafeina), depressores (derivados do é&cido barbitdrico), entre outros.
A 5,6-diamino-uracila reagiu com f-lapachona produzindo, principalmente um composto
de cor amarela fluorescente, tipica de outras fenazinas (tiamina).

O produto foi analisado por CG-EM e apresentou o pico do ion molecular
em m/z 348, além das fragmentacBes caracteristicas com picos em m/z 305 (perda de
CONH) e 293 (perda de isobutil, apds rearranjo 1,4). Na andlise de espectroscopia de IV

observa-se banda de absorcdo em 3422 e 3242 cm'l (N-H), além de 1723 e 1686 eml das
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carbonilas das amidas. O espectro de RMN 4 permitiu observar a presenca do anel
pirénico apesar dos dois tripletes, referentes a C3 e C4, estarem muito mal resolvidos em
2,0 e 3,05 ppm, aém da presenca das metilas em 1,46 ppm. Na regido dos arométicos ha
sinais em 8,94 e .8,2 ppm, ambos duplo-dubletes com integracéo de 'Y cada, aém de um
multiplete em 7,7 ppm com 2H. Também observa-se os hidrogénios amidicos em 11,69 e
11,9 ppm. O espectro de RMN 13¢ confirma o anel pirénico com os sinais em 17,87 e
31,34ppm dos C4 e C3, respectivamente, 26,50 (metilas) e 76,93 do C-2. Os
deslocamentos quimicos tipicos das carbonilas da quinona ndo estdo presentes; por outro
lado, os do anel pirimidinico aparecem com valores de 161,16 e 153,60 ppm. Os carbonos
aromaticos ligados a oxigénio aparecem com deslocamentos de 150,26, 147,69 e
144,78 ppm.

Embora ndo tenha sido possivel determinar qual o isdbmero
correspondente a molécula, calculos de modelagem molecular demonstram que o N5 da
5,6-diamino-uracila apresenta maior valor de coeficiente de HOMO e maior densidade
eletrénica. Como o ataque de aminas se da preferencialmente na carbonila C6 da quinona, é

provavel que a estrutura sejaa B (Figura 52).

4.6 ACETILACAO

A acetilacdo redutiva de B-lapachona ja havia sido descrita na literatura
por Paterno e Minunni (1889)92, gue buscavam a elucidacdo da estrutura dessa, mas néo
encontramos nenhum estudo da quimica ou atividade biolégica de tal composto. A
determinacdo estrutural desse composto por analise de |V apresentou as banda de absorcao
de deformacdes axiais do éster em 1770 (carbonila), 1202.0 (C -CO -C) e 1169.7 (CO -O

-Carom-) €M -1
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O espectro de RMN de H ede C apresentaram na regido de campo ato
a presenca do anel piranico com deslocamentos quimicos a 1,42 ppm (s, 6H, metilas),
2,68 ppm (t, 2H, J=6,0 Hz, C3) e 1,86 ppm (t, 2H, J=6,0 Hz, C4), com 0s respectivos sinais
de °C a 26,93, 32,07 e 18,16; aém disso aparecem dois sinais simples com 3H cada,
correspondentes as metilas do grupo acetil. Na regido dos arométicos estdo os sinais dos
H7, H8, H9 e H10; além disso aparecem os |0 carbonos arométicos, sendo 4 mais intensos,
sugerindo serem metinos (CH). Na regido de aliféticos também aparece outro sinal,
correspondente as metilas dos grupos acetila; as carbonilas destes grupos apresentam sinais
em 169,03 e 168,35 ppm.

Comparando os dados obtidos com outros analogos da literatura™>®,

podemos atribuir os valores dados na Figura 55.

0

169,03
20,60 (2,42)
122,32 (8,19) 20,60 (2,35)
126,40 ) 13871
168,35
125,34 (7.,38) ‘O 130,22

126,90 (7,38) 10062 O

120,86 (7,67) 18,16 (1,86)

148,11 32,07 (2,68)
124,48
26,93 (1,42)

Figura 55 - Deslocamentos quimicos de RMN 3¢ (1H), em ppm, da -lapachona acetilada.

Com os calculos tedricos (AM1) pode-se notar que os carbonos do anel
aromatico da p-lapachona tiveram as densidades eletrbnicas aumentadas e maior
participacdo na energia de HOMO indicando ser mais provavel ocorrer uma substituicdo
eletrofilica.

As tentativas iniciais de nitracdo demonstraram que as condi¢fes devem

ser melhor gjustadas, pois mesmo em condi¢bes brandas, a t.a., ocorreu desacetilacdo e
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oxidagéo do anel pirdnico como pdde ser observado por CG-EM que forneceu picos de ion
molecular em m/z 240, tanto com uso da mistura HNO3/AcOH como o de nitrato de cobre
IT e Ac,O suportado em bentonita. Embora nio tenha sido observado nenhum pico de ion
molecular correspondente a nitragdo, ha sinais no cromatograma de picos superiores a
massa da B-lapachona, indicando a possibilidade de ter ocorrido a nitragdo, mas o produto
parece ser instavel nas condigdes de analise em CG-EM. Contudo, ficamos motivados a
buscar reagentes que pudessem proteger a quinona, invertendo também o quadro da
densidade eletronica do anel aromatico.

Além disso, a acetilagdo, bem como outras reagdes de protecdo da
quinona, pode promover a latenciagio da B-lapachona, uma vez que a alta toxicidade desta
¢ um dos fatores apontados que dificultam seu uso clinico. De acordo com Chin ¢
Ferreira'* as caracteristicas anatémicas e fisiologicas dos tecidos tumorais e dos normais
sao diferentes: os primeiros possuem maior espago intersticial que permitem a maior
permeabilidade de moléculas maiores, e além disso estes possuem alta pressdo intersticial
que pode retardar o extravasamento do composto, causando um acumulo deste no interior
dos referidos tecidos. Isto sugere que a acetilagao da f-lapachona pode fazer com que ela

seja mais facilmente inserida em células tumorais, de forma a diminuir sua toxicidade.

4.7 CALCULOS DE MODELAGEM DE DERIVADOS DA [B-LAPACHONA

Neder e col” propuseram que a B-lapachona interage com grupos tiol da
enzima topoisomerase-II através de adi¢do tipo Michael ao C11; para tanto foi utilizado o
2-mercapto-etanol para simular a enzima. Nossos calculos teodricos de fato demonstraram

que o Cl11 ¢ o de maior coeficiente de LUMO, excluindo C12 e C13. Baseando-se neste
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trabalho foram feitos os calculos de HOMO para o 2-mercapto-etanol (ZME) e o de LUMO
para uma série de derivados da f-lapachona com monosubstitui¢des na posigdes 7, 8, 9 e 10
com grupos -Me (metila), -NO, (nitro), —OH (hidroxila), —Ac (acetila), ~COOH
(carboxila), -CN (ciano), e também foram feitos calculos para alila nas posi¢des 3 e 8 e
cloro em C9. Quanto menor for a diferenga dos valores das energias dos orbitais — HOMO
do 2ME e LUMO da quinona — maior deve ser a interagdo covalente (mole-mole) entre
esses compostos e, teoricamente, maior a atividade sobre a enzima topoisomerase-II. As

diferengas de energia entre esses compostos e 0 2ME esta representada nos graficos abaixo.
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Grafico 1- Diferenga entre HOMO de 2ME e LUMO de derivados 7-X-B-lapachona
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Grafico 4 - Diferenca entre HOMO de 2ME e LUMO de derivados 10-X-B-lapachona
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O grupo metila em todos casos demonstrou maior valor na diferenca entre
a energia dos orbitais, enquanto o grupo hidréxi, com exce¢do para C7, teve uma pequena
diminuicdo. Aparentemente grupos doadores de elétrons no anel aromatico da quinona,
sgja por ressonancia ou por inducdo, terdo menor interacdo com o 2-mercapto-etanol.

Quando os grupos sdo retiradores de elétrons, em quaisquer das posi¢des
do aromético, temos uma diminuicdo na diferenca de energia entre os orbitais, sendo NO2
> CN > COOH > acetila.

Na maior parte das vezes os valores mais interessantes das quinonas estéo
na ordem das posi¢bes C8 > C9 > C10 > C7: dessa forma a posicdo C8 € a que mais
interfere no valor de energia do LUMO.

Outros fatores ainda devem ser considerados como a possibilidade de
ponte de hidrogénio dos grupos hidroxila e carboxila nas posi¢cdes C7 (com o oxigénio da
carbonila em C6 da quinona) e C10 (com o oxigénio do anel piranico), além disso,
substituicbes na posicdo C10 comprometem o ataque nucleofilico ao C11, devido a fatores
estéricos, 0 que deveria diminuir a possivel interacdo do grupo tiol da enzima com a B-
lapachona.

Estas observacdes poderdo contribuir para a sintese racional de

compostos desta familia, promissores em atividades anti-tumorais.
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5 Perspectivas

Na posse dos compostos obtidos, pretendemos realizar estudos de
atividades biolégicas para tais substancias e investigar algumas reacbes de forma mais
aprofundada, variando reagentes e metodologia de sintese.

Espera-se formar diferemes fenazinas com reagemes ja consagrados como
exemplo 2,3-diamino-maleonitrila**!. Esse reagente € comerciaizado e o produto esperado
pode, por comer grupos cianetos, ser convertido em derivados com fungbes aminas, amidas,
&cidos carboxilicos, ésteres entre outros.

A formacgdo dos anéis dioxanos pode ser testada com outras enaminas, as
quais tornem o produto mais estével. Além disso, outro meio de estabilizagdo do produto
deve ser a metilagdo do nitrogénio seguida de eliminacdo em sal de amonio quaternério.

Ha um grande interesse em se obter substituicdes no anel aromatico da f3-
lapachona, principaimente com grupos nitro. Todos os compostos obtidos enriquecem a
densidade eletrénica do anel e foram preparados, em parte, para permitir substituicdes
eletrofilicas aromaticas (com excecdo das fenazinas), e posteriormeme serem restituidos a
forma da quinona. E de nosso interesse investigar tais reagbes em condicbes suaves,

incluindo os compostos acetilados do lapachol e da B-lapachona.
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6 CONCLUSOES

Considerando-se 0s objetivos iniciais deste trabalho podemos concluir
que:

1 - Cicloadicbes fotoquimicas do tipo [4+2], ndo concertada, de -
lapachona com derivados de estilbeno s6 ocorreram com 2,3-difenildioxeno, que possui
anel rigido e € uma olefina rica em elétrons.

2 - Cicloadigbes de enaminas com [-lapachona formam produtos
instaveis.

3 - Diazo-difenil-metano reagiu, termicamente, com B-lapachona para
formar 1,3-dioxolana com rendimento razodvel, mas 9-diazo-fluorenona e 9-diazo-4,5-
diazafluorenona ndo reagem.

4 - PB-lapachona é uma precursora eficaz de fenazinas na reagdo com
diaminas vicinais.

5 - A pB-lapachona pode ser acetilada com bons rendimentos, mas a
reacdo é facilmente reversivel em condi¢bes oxidantes, como na tentativa de nitragdo com
HNOg/écido acético ou com CuNOgz/Ac,O/bentonita

6 - Os dados das analises espectroscopicas e espectrométricas foram
coerentes com o0s produtos esperados.

7 - Célculos teoricos indicaram que o C11 é o mais susceptivel ao ataque

de bases moles, enquanto que as carbonilas tendem a reagir com bases duras.
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Apéndice A

Tabela de modelagem

Composto HOMO LUMO AE AHr (Kcal)  gradiente
2-mercapto-etanol  -9,19651  0,55795 - -56,82890 0,209

B-lap -9,21998 -1,31086 7,88565  -66,30200 0,213
10-OH-B-lap -9,12632 -1,32780 7.86871 -109,59477 0,234
10-NO,B-lap ~ -9,59862 -1,78727 7,40924  -53,84527 0,218
10-Me-B-lap -9,11585 -1,25512 7,94139 -70,67560 0,009
10-CN-B-lap -9,44383 -161541 75811  -29,55017 0,210
10-COOH-Bap  -9,45315 -1,56464 7,63187 -14843745 0,227
10-Ac-B-lap -9,35066 -1,42314 7.77337 -97,46849 0,009
9-OH-B-lap 927793 -1,35629 7,84022 -110,68177 0,219
9-NO,-B-lap -9,69633 -2,06446 7,13205 -59,84968 0,202
9-Me-p-lap 9,18793 -1,28323 7,91328  -74,11151 0,207
9-CN-B-lap -9,49729 -1,72166 747485 -33,21325 0,229
9-Cl-p-lap -9,36368 -1,49220 7,70431 -72,58180 0,329
9-COOH-B-lap  -9,44009 --1,69779 7,49872 -154,36691 0,009
9-Ac-B-lap -9,39613 -1,59677 7,59974 -102, 14077  0.008
8-OH-B-lap -9,02517 -1,32331 78732 -110,01117 0,205
8-NO,-B-lap -9,77931 -2,06902 7,12749 -59,94585 0,007
8-Me-f3-lap -9,10354 -1,27739 7,91912 -74,12235 0,259
8-CN-B-lap -9,50045 -1,73510 7,46141 -33,26584 0,212
8-COOH--lap  -9,51016 -171662 7,47989 -151,16101 0,735
8-alil-g-lap -9,19960 -1,18686 8,00965 -60,58340 0,010
8-Ac-B-lap -0,40462 -1,60769 7,58882 -101,83756 0,212
7-OH-p-lap 9,19961 -1,42373 7,77278 -111,76103 0,009
7-NO,-B-lap -9,64550 -1,71129 7,48522  -53,93980 0,007
7-Me-p-lap -9,15695 -123144 7,96507 -72,09934 0,008
7-CN-B-lap -9,46036 -1,52970 7,66681  -29,65090 0,243
7-COOH-p-lap  -9,42049 -1.48305 7,71346 -148,98623 0,205
7-acetil-B-lap  -9,36529 -1,43598 7,76053 -97,82237 0,007
3-alil-B-lap -9,22057 -1,31594 7,88057 -50,93304 0,242

Tabela 10 — Dados calculados de HOMO, LUMO, diferenga de energia entre HOMO do 2-
mercapto-etanol e LUMO de B-lapachona e derivados (AE), calor de formagdo (AHy) e gradiente.
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Compostos HOMO LUMO Entalpia de formagdo (kcal) Gradiente
B-lapachona -9.21998 -1.31086 -66,30200 0,02130
t-estilbeno -8,57334 -0,38760 60,654585 0,00767
p-NO.-estilbeno -9,77494 -1,88467 68.41368 0,00847
p-MeO-estilbeno  -8,17501 -0,31773 -15,32903 0,00498
DFDX -8,31916 -0,18875 -3,53496 0,00870
B-lap acetilada  -8,46079 -0,62048 -158.31980 0,00777
Enam-1 -8,53963 1,14293 -43.4704 0,00945
Enam-2 -8,36320  1,34035 -15,58346 0,00926
5.6-DAU -7,82102  0,20306 _44.92719 0,00929
Alap -9.60762 -1,35991 -68,14405 0,00952
DFDX + B-lap -8,01073 -0,16486 -67,57549 0,00979
DDFM + B-lap -7,94356 -0,26763 0,09336 0,00987
B-lap + Enaml  -7,86256 -0,05690 -115,50028 0,00967
B-lap + Enam2  -7,91453 -0,11794 -87.24143 0,00975

Tabela 11 — Valores de HOMO, LUMO ¢ calor de formagdo de alguns compostos.

Composto Densidade eletronica Coeficiente de HOMO
C7 C8 Co C10 C7 C8 C9 C10
B-lapachona  4,0774 41263 4,1100 4,0997 -0,1425 -0,2987 -0,0878 -0,2388
B-lap + Enam1 4,1143 4,1232 41427 4,0940 -0,2357 -0,1359 0,19257 0,3705
B-lap + Enam2 4,1137 4,1243 4,1434 4,0057 -0,2336 -0,1359 0,1917 0,2147
B-lap + DFDX 4,1137 4,1209 4,1406 4,0937 -0,3084 -0,1789 0,2461  0,2866
B-lap acetilada 4,1213 4,1130 4,1355 4,0939 -0,3264 -0,1952  0,2448 0,3106
B-lap + DDFM  4,1183 4,1154 4,1443 40892 -03019 -0,1627 02616 02688

Tabela 12 —Densidade eletronica e Coeficiente de HOMO dos carbonos do anel aromatico de B-
lapachona e derivados.
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Apéndice

Tabela de modelagem

Composto HOMO LUMO AE AHt (Kcal)  gradiente
2-mercapto-etanol -9,19651 0,55795 - -56,82890 0,209
B-lap -9,21998 -1,31086 7,88565 -66,30200 0,213
10-OH-B-lap -9,12632 -1,32780 7,86871 -109,59477 0,234
10-NO2-B-lap -9,69862 -1,78727 7,40924 -53,84527 0,218
10-Me-B-lap -9,115685 -1,25512 7,94139 -70,67560 0,009
10-CN-B-lap -9,44383 -1,61541 7,5811 -29,55017 0,210
10-COOH-B-lap -9,45315 -1,56464 763187 -148,43745 0,227
10-Ac-B-lap -9,356066 -1,42314 7,77337 -97,46849 0,009
9-OH-B-lap -9,27793 -1,35629 7,84022 -110,68177 0,219
9-NO,-B-lap -9,69633 -2,06446 7,13205 -59,84968 0,202
9-Me-B-lap -9,18793 -1,28323 7,91328 -74,11151 0,207
9-CN-B-lap -9,49729 -1,72166 7,47485 -33,21325 0,229
9-Cl-B-lap -9,36368 -1,49220 7,70431 -72,58180 0,329
9-COOH-B-lap -9,44009 --1,69779 7,49872 -154,36691 0,009
9-Ac-B-lap -9,39613 -1,59677 7,59974 -102, 14077 0,008
8-OH-B-lap -9,02517 -1,32331  7,8732 -110,01117 0,205
8-NO,-B-lap -9,77931 -2,06902 7,12749 -59,94585 0,007
8-Me-B-lap -9,10354 -1,27739 7,91912 -74,12235 0,259
8-CN-B-lap -9,50045 -1,73510 7,46141 -33,26584 0,212
8-COOH-B-lap -9,561016 -1,71662 7,47989 -151,16101 0,735
8-alil--lap -9,19960 -1,18686 8,00965 -60,58340 0,010
8-Ac-B-lap -9,40462 -1,60769 7,58882 -101,83756 0,212
7-OH-B-lap -9,19961 -1,42373 7,77278 -111,76103 0,009
7-NO2-B-lap -9,64550 -1,71129 7,48522 -53,93980 0,007
7-Me-B-lap -9.15695 -1,23144 7,96507 -72,09934 0,008
7-CN-B-lap -9,46036 -1,52970 7,66681 -29,65090 0,243
7-COOH-B-lap -9,42049 -1,48305 7,71346 -148,98623 0,205
7-acetil-B-lap -9,36529 -1,43598 7,76053 -97,82237 0,007
3-alil-p-lap -9,22057 -1,31594 7,88057 -50,93304 0,242

Tabela 10 — Dados calculados de HOMO, LUMO, diferenga de energia entre HOMO do 2-

mercapto-etanol e LUMO de B-lapachona e derivados (AE), calor de formagdo (AHy) e gradiente.
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Compostos HOMO LUMO Entalpia de formagdo (kcal) Gradiente

B-lapachona -0.21998 -1.31086 -66,30200 0,02130
t-estilbeno -8,57334 -0,38760 60,654585 0,00767
p-NOj-estilbeno  -9,77494  -1,88467 68,41368 0,00847
p-MeO-estilbeno  -8,17501  -0,31773 -15,32903 0,00498
DFDX -8,31916 -0,18875 -3,53496 0,00870
B-lap acetilada  -8,46079 -0,62048 -158,31980 0,00777
MCH -8,53963  1,14293 -43 4704 0,00945
PPCH -8,36320 1,34035 -15,58346 0,00926
5,6-DAU -7,82102  0,20306 -44 92719 0,00929
a-lapachona -9,60762 -1,35991 -68,14405 0,00952
DFDX + B-lap  -8,01073 -0,16486 -67,57549 0,00979
DDFM + B-lap  -7,94356 -0,26763 0,09336 0,00987
B-lap+ MCH  -7,86256 -0,05690 -115,50028 0,00967
B-lap + PPCH -7,91453 -0,11794 -87,24143 0,00975

Tabela 11 — Valores de HOMO, LUMO e calor de formagdo de alguns compostos.

Densidade eletronica Coeficiente de HOMO

Composto ¢7 C8 (9 Cilo ¢ C8 Co C10

B-lapachona  4,0774 4,1263 4,1100 4,0997 -0,1425 -0,2987 -0,0878 -0,2388
B-lap + Enam! 4,1143 4,1232 4,1427 4,0940 -0,2357 -0,1359 0,19257 0,3705
B-lap + Enam2 4,1137 4,1243 4,1434 4,0057 -02336 -0,1359 0,1917 0,2147
B-lap + DFDX 4,1137 4,1209 4,1406 4,0937 -0,3084 -0,1789 02461 0,2866
B-lap acetilada 4,1213 4,1130 4,1355 4,0939 -0,3264 -0,1952 02448 0,3106
B-lap + DDFM 4,1183 41154 4,1443 4,0892 -0,3019 -0,1627 02616 0,2688

l'abela 12 —Densidade eletronica e Coeficiente de HOMO dos carbonos do anel aromatico de B-
lapachona e derivados.
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Espectro 1 - Infravermelho de 3-lapachona (KBr).
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Espectro 9 - Infravermelho da reagio entre DFDX e -lapachona (KBr).
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Espectro 11 — RMN "H da reacéo de difenildioxeno com B-lapachona em CDCl;,
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Espectro 14- Correlagdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 através de uma ligacdo (IHXBC-COSY-lJCH) do composto obtido
da reagio de DFDX com B-lapachona em CDCl;,
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Espectro 16 — RMN C e RMN “C-DEPT com ¢=90° e $=135° do composto obtido da irradiacdo de DFDX com B-lapachona em
CDCl;.
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Espectro 17 — Cromatograma de CLAE do composto obtido da irradiagdo de DFDX com B-lapachona, usando ¢oluna C8 supelcosil,
detector UV-visivel, fluxo de acetonitrila de 1,5 mL/min.
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Espectro 18 — RMN 'H da reacdo entre B-lapachona e 1-piperidina-cicloexeno, em CDCls.
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Espectro 19 — RMN PC da reacio entre B-lapachona e 1-piperidina-cicloexeno, em CDCls.
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Espectro 20 — IV do composto obtido da reagdo entre B-lapachona e diazo-difenilmetano (KBr).
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Espectro 21 — EM. (70 eV) do composto obtido da reagdo entre B-lapachona e diazo-difeniimetano

114



6.5

M [N
x, L
i C
j i
7 R ———— — o109t
‘ - L
09687 ™ i
1698°T — b 0
PE06°T —= — e Uw/ 6zisT|
w, — T
|
{ -
W L
98T — MN 3
FE68T — EE——
(8767 = — == i}
b
£0£€°L — JA
00§ —\_ ~
19487/ = L
BN L
/ L
EEP9L — 3
CECYL ——= === 7 N
€0L9°L T -
£5697L o ;
9008°L —— _= 3
028, — i I
rELOE —— —_— |
SPIIG—— —= R_ r
|
i J r
: ———
———— o0
== = 0%
lmA 10t |
HM/W J,/ﬂan.N r
— —0000°T
=, ~Joaot
/, L
! r
{ C
M oaSaq -

115

1.0

1.5

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
(ppm)

5.5

6.0

7.5

Espectro 22 - RMN 'H da reago entre B-lapachona e diazo-difenilmetano, em CDCls.
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Espectro 23 —- RMN C da reagio entre B-lapachona e diazo-difenilmetano, em CDCls.
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Espectro 24 - RMN ’C e RMN “C-DEPT com ¢=90° e 9=135° do composto obtido da reagdo de difenil-diazometano com f3-

lapachona, em CDCl;.
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Espectro 25 — infravermelho da fenazina obtida da reagio entre 3-lapachona e etileno-diamina (KBr).
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Espectro 26 —-E.M (70 eV) da reacédo entre etileno-diamino e B-lapachona.
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Espectro 27 - RMN 'H da reagio entre etileno-diamino e B-lapachona, em CDClj.
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Espectro 28 - RMN ’C da reag#io entre etileno-diamino e B-lapachona, em CDCl;.
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Espectro 29 - Correlagio homonuclear de hidrogénio (‘"Hx'H-COSY) do composto obtido da reagio de etileno-diamina com pB-

lapachona, em CDCl;.
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Espectro 30 - RMN “Cdesacoplado e RMN C-DEPT com $=90° e $=135° do composto obtido da reacao entre etileno-diamino e -

lapachona em CDCls.
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Espectro 31 - Correlagdo heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 através de uma ligagdo ("Hx"C-COSY-'Jex) do composto obtido

da reagéio de etileno-diamina com B-lapachona em CDCl;.




N

j b 00 1
VT » ' t

- \ [ ‘ . 3
:
L
!
4 i
N ;’

~ P g 3
j CweY i
v" _}. ; ) A | _____’i _ ' ";
e 120 ) s s T T

Espectro 32 - Correlagio heteronuclear de hidrogénio e carbono-13 através de duas e trés ligacdes ['Hx"’C-COSY-"Jcy (n=2 e 3)] do

composto obtido da reagdo de etileno-diamina com B-lapachona, em CDCl;,



Espectro 33 — 1V da fenazina obtida da reagéo entre -lapachona e 5,6-diamino-uracil (KBr).
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Espectro 34 -E. M. (70eV) da fenazina obtida da reagfo entre -lapachona e 5,6-diamino-uracil
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Espectro 36 - RMN C da fenazina obtida da reagdo entre B-lapachona e 5,6-diamino-uracil, em DMSO-ds.
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Espectro 37 — infravermelho da mistura da reagdo entre 3-lapachona e 9-diazo-flurenona apos 24h a ta.



Espectro 38 - infravermelho da mistura da reagio entre B-lapachona e 9-diazo-4,5-diazaflurenona apés 24h a t.a.
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Espectro 39 — infravermelho da f3-lapachona acetilada (KBr).

o
[aa)



00000~ -~

LOTFT -

860871 -\
9£98°1 - K e

£168°1
F907
0LrE7
65IF7
FOPOT -
{0689
9e1L7

LTl
86LE¢
I88€°L -
SEIbL -
PEZEL
0621 -
6SHE LY
L296°L
£ROPL
I8¢LrL
SEOSL -
6115, -
96¢9°'L 4
6597, -
$659°L
£699°¢
J989°( -

-

0689 ¢
N869'L
910L°¢
LERIG
SE61 8~

“\ {COSkT -

050!
LY’ /441 b
£98LH1 -
69°ERE] -
99°¢8r1 -
8L 98P -]
910601 -|
ESE6PT
9 b6rI —§-
99641 &
697061
wecost
£I8IST -
P6OEST
BLTEST —m
£9°756T
r6eect -
99 PECT -
SUREST -
8 RESI -
610951 -
SEIFST
10°€per =

R T

i

09°EEQ] -
869591 -
C8LE9L -
646591 —
SE0r91
SHEROL
04SHYT -
189891
00§91 -

T

RIS LS S e tats

P

M

82

7.4

(&pm)

Joasag

IR e o o

4.0

50
(ppm)

9.0 8¢ 7.0 6.0

10.0

Espectro 40 - RMN 'H da B-lapachona acetilada, em CDCls.
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Espectro 41 - RMN "C da B-lapachona acetilada, em CDCl;.
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Espectro 42 — EM. (70 eV) da reagfo de tentativa inicial de nitragdo com HNO3/AcOH da B-lapachona acetilada.
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Espectro 43— EM (70 eV) da reacéo de tentativa inicial de nitrago com CuNO; suportado em bentonita da B-lapachona acetilada.



Lista de Substancias

aXHY=
bYHX=

3 —apachona com PPCH (2)

B —lapachona com etileno-diamina (4) [3 —lepachona com 5,6-diamino-uracil (5)



