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RESUMO

Inddis e quinonas sdo classes de compostos amplamente estudados por apresentarem diversas
atividades bioldgicas, como atividade antitumoral, antidiabética, leishimanicida, dentre outras.
A literatura demonstra que quando essas duas classes de compostos reagem, os produtos
formados continuam apresentando atividade biologica e em alguns casos fluorescéncia. Essa
caracteristica ¢ observada, por exemplo, em compostos policiclicos contendo heteroatomos,
sistemas 7 altamente conjugados e estruturas rigidas. Este trabalho tem como objetivo a sintese
de compostos fluorescentes por meio de reacdes entre diferentes indois e a 1,4-naftoquinona e,
avaliar o potencial de aplicagdo como sondas fluorescentes em células vivas. Foram realizadas
diversas reagdes para a otimizacao do processo de obtencao dos derivados, variando o solvente,
equivaléncias molares dos reagentes, temperatura e tempo reacional. Por meio do uso das
melhores condi¢des, foram obtidos dois derivados na reagao de acoplamento do 1-metil-1H-
indol e da 1,4-naftoquinona em presenca de acido acético como solvente. Os dois compostos
obtidos tiveram as suas propriedades espectroscopicas na regido do UV/Vis e fluorescéncia
avaliados, e também foram realizados ensaios iniciais de aplicagdo como sondas de marcagao
em células vivas. Na etapa atual da pesquisa estdo sendo preparados inddis, ja descritos na
literatura, para serem utilizados posteriormente na rea¢do de acoplamento com a 1,4-
naftoquinona, permitindo assim a sintese de compostos inéditos. Os experimentos realizados e
a vasta aplicabilidade destes compostos encorajam para a continuidade da pesquisa no processo

de obten¢ao dos derivados.

Palavras-chave: indol; naftoquinona; antitumoral; fluorescéncia; marcadores celulares.



ABSTRACT

Indoles and quinones are classes of compounds that have been widely studied because they
have different biological activities, such as antitumor, antidiabetic, and leishmanicidal activity,
among others. The literature demonstrates that when these two classes of compounds react, the
products formed continue to show biological activity and, in some cases, fluorescence. This
characteristic is observed, for example, in polycyclic compounds containing heteroatoms,
highly conjugated m systems and rigid structures. This work aims to synthesize fluorescent
compounds through reactions between different indoles and 1,4-naphthoquinone and to
evaluate their potential application as fluorescent probes in living cells. Several reactions were
carried out to optimize the process of obtaining the derivatives, varying the solvent, molar
equivalents of the reactants, temperature and reaction time. Using the best conditions, two
derivatives were obtained in the coupling reaction of I-methyl-1H-indole and 1.,4-
naphthoquinone in the presence of acetic acid as a solvent. The two compounds obtained had
their spectroscopic properties in the UV/Vis region and fluorescence evaluated, and initial tests
were also carried out for their application as labeling probes in live cells. In the current stage of
the research, indoles are being prepared, already described in the literature, to be used later in
the coupling reaction with 1,4-naphthoquinone, thus allowing the synthesis of new compounds.
The experiments carried out and the vast applicability of these compounds encourage the

continuity of research in the process of obtaining the derivatives.

Keywords: indole; naphthoquinone; antitumor; fluorescence; cell markers.
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1. INTRODUCAO
1.1 Indol

A sintese de compostos organicos sempre teve como referéncia e inspiragcdo as
moléculas encontradas na natureza, que sao denominadas de produtos naturais. A partir destas,
quimicos elaboraram ao longo dos anos os mais diversos tipos de derivados sintéticos, com
aplicagcdes que vao desde de pesticidas (ZHANG et al., 2023) até potenciais farmacos
(POWOLNY & SINGH, 2008) e outros produtos com aplicacao na Medicina NEWMAN &
CRAGG, 2020). Essa ultima aplicagdo ¢ sem duvida a qual mais desperta o interesse da
comunidade cientifica de acordo com a elevada quantidade de publicacdes nessa area
(NEWMAN & CRAGG, 2020). Dentre as muitas classes de compostos oriundos dos produtos
naturais, estdo os indois. Essa subclasse de heterociclos aromaticos € constituida basicamente

de um anel benzénico fundido a um anel pirrol como mostrado na Figura 1. (JOULE, 2001)

4 3 HH HH
5
6 N N *
7 H1 N\

. , R
(1) 1H-indol (2) 3H-indol  (3) Cation 3H- indolinio

Figura 1: Estruturas tautoméricas do indol.

Exemplos de indois encontrados em produtos naturais sdo as auxinas, um hormdnio
regulador do crescimento vegetal e de grande importancia nos processos fisiologicos das plantas
(ZUFFO, 2019). A principal substancia desse grupo encontrada nas plantas ¢ o acido indol-3-
acético (4), porém ha outras substancias com estruturas quimicas semelhantes como o acido 4-
cloroindol-3-acético (5), presente em sementes jovens de leguminosas e o acido indol-3-
butirico (6), sendo esse ultimo um dos mais utilizados na agricultura principalmente para a

melhora do enraizamento de mudas (SIMON & PETRASEK, 2011).

OH
OH 0
cl o
0 OH
A\ AN A\
N N N
H H H

(4) Acido indol-3-acético  (5) Acido 4-cloroindol-3-acético  (6) Acido indol-3-butirico

Figura 2: Exemplos de indois presentes no grupo das auxinas.
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Outro indol importante e fundamental na vida humana ¢ o triptofano (7). Por ser um
aminoacido essencial, ndo pode ser produzido naturalmente em seres humanos, sendo assim
necessaria sua ingestao por meio de alimentos e suplementagdo. Sua deficiéncia no organismo
humano pode causar uma série de problemas como distirbios do sono, ansiedade, depressao,
irritabilidade e incapacidade de concentracdo (WADA, et al., 2013). Esses sintomas se devem
ao fato de o triptofano ser precursor da serotonina (9), que ¢ um neurotransmissor envolvido na
regulacdao de varias fungdes comportamentais e bioldgicas do corpo (CHASE & MURPHY,
1973). E a partir dela que a melatonina (11), outra substincia indélica é produzida como

mostrado na Figura 3.

© OH e}
OH NH,
NH, NH
N\ HO 2 HO
N S \ — A\
Triptofano hidroxilase N (9) Serotoni
@) TriptofanoH [ ] H descarboxilase H (9) Serotonina
(8) 5-hidroxitriptofano
HN—\<
O
HO
-© \ T U —— \
O [ Hidroxi—indol—O—metiltransferase] N
N
H H
(11) Melatonina (10) N-acetil serotonina

Figura 3: Representagdo esquematica da sintese da melatonina.

A melatonina ¢ um hormonio que penetra em todos os tecidos do corpo, atuando como
antioxidante e eliminando o excesso de radicais livres gerados; ajuda ainda a regular os padrdes
do sono e os ritmos circadianos, sendo sua producdo realizada principalmente pela glandula
pineal (AHMAD et al., 2023).

Outras substancias derivadas da serotonina sdo principios ativos de medicamentos,
como o sumatriptano (12) que possui acdo contra enxaquecas € a ondansetrona (13), que ¢ um
antiemético receitado para alivio de nduseas especialmente durante tratamentos

quimioterapicos (CLAYDEN, GREEVES & WARREN, 2012).
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N L
0
N" N
—NH \—/
O’/S\\ AN \
o} N T

H
(12) Sumatriptano (13) Ondansetrona

Figura 4: Moléculas dos farmacos Sumatriptano e Ondansetrona.

A literatura demonstra que utilizando o indol como alicerce na constru¢do de novas
moléculas, foi possivel obter uma gama de novos medicamentos. Mathada e colaboradores
(2023), em seu artigo de revisao sobre o potencial farmacologico do indol, demonstraram os
avangos que essa molécula teve em relacao as suas atividades anticancerigenas, antidiabéticas,
anti-inflamatérias e antioxidantes. Além disso, também destacaram os medicamentos
aprovados e ensaios clinicos entre os anos de 2015 e meados de 2022 (MATHADA, YERNALE
& BASHA, 2023).

Sobre a reatividade dessa molécula, a substitui¢ao eletrofilica ocorre preferencialmente
na posicao 3, como por exemplo na acila¢do e alquilacdo de Friedel-Crafts e na halogenacao,
isso porque existe uma nucleofilicidade nessa posicdo decorrente do sitio enamina

(CLAYDEN, GREEVES & WARREN, 2012).
1.2 Quinonas

As quinonas s3o uma classe de compostos organicos reconhecidos por apresentarem
coloracdo, sendo encontradas em microrganismos (LI et al., 2018; DEVI & MEHENDALE,
2014), animais (HOU et al., 2018) e em muitas plantas, incluindo as familias Ranunculaceae,
Aphodelaceae, Fabaceae, Ebenaceae ¢ Rhamnaceac (CORDEIRO et al., 2022). Quinonas
naturais e sintéticas tém despertado grande interesse na area da quimica medicinal, por
apresentarem diversas atividades bioldgicas tais como antimicrobiana, antifungica, sedativa,
anti-hipertensiva, antiparasitaria, antiviral, antiproliferativa, antioxidante, neuroprotetora,
nefroprotetora e cicatrizante (DOS S MOREIRA et al., 2021; ORTIZ-PEREZ et al., 2021;
MONE et al., 2021; LI et al., 2018; ZHANG et al., 2020; FUTURO et al., 2018; GOMES et al.,
2021; PATEL et al., 2021). Apresentam estruturas com duas carbonilas em um anel aromatico,
nas posicdes orto ou para. Elas sdo classificadas como: benzoquinonas, naftoquinonas,
antraquinonas e fenantraquinonas, como ilustrado na Tabela 1 (SOUSA, LOPES &

ANDRADE, 2016).
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Tabela 1: Classificagdo das quinonas quanto ao sistema aromatico (Adaptada: SOUSA, LOPES & ANDRADE,
2016)

Grupo Sistema Estruturas basicas
aromatico
1. Benzoquinonas Anel benzénico © 0
g
(14 o as)
2. Naftoquinonas Anel O
naftalénico O‘
(16) O
3. Antraquinonas Anel 0o
antracénico O‘O
a7 o)
4. Fenantraquinonas Anel 0o

A (@)
fenantrénico OO

(18)

A benzoquinona ¢ uma subunidade basica das quinonas do tipo 1,4 € 1,2 e servem como
blocos de construcdo na sintese e biossintese de compostos com diversas atividades bioldgicas
como antitumoral (MALIK et al., 2021). A 1,4-benzoquinona ¢ um composto ndo aromatico
que ¢ facilmente convertido em hidroquinona na redugao (DULO et al., 2021).

As naftoquinonas possuem uma deslocalizagdo de elétrons estendida através das
ligagdes duplas e dos grupos carbonila, dando origem a uma gama de compostos com coloragao
na regido do visivel (LOPEZ et al., 2014).

A antraquinonas, sao compostos que possuem um nucleo antraceno e adicionalmente,
dois grupos carbonila, sendo comumente encontrados no anel B (DULO et al., 2021). E
representam a segunda classe de corantes mais importante, ficando atrds apenas dos azo-
corantes, além disso sdo considerados os corantes mais antigos ja utilizados, com relatos

demonstrando seu uso em miimias com mais de 4.000 anos (DIAZ-MUNOZ et al., 2018).
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As quinonas ndo substituidas, sdo espécies quimicas neutras e sofrem reagdes de
protonacdo com dificuldade, mas sdo consideradas oxidantes e eletrofilica (SOUSA et al.,
2016). Estas propriedades fazem com que sejam utilizadas principalmente na sintese em reacdes
redox e reacdes de Michael, nos sistemas biologicos desempenham um papel fundamental nos
processos de transporte de elétrons (LITTLE et al., 1995; DING et al., 2016).

Nesse sentido, o potencial redox de uma quinona pode ser fortemente influenciado pelo

pH do meio e pela presenca de grupos substituintes (SOUSA, LOPES & ANDRADE, 2016).

1.3 Fluorescéncia

Quando se fala em fluorescéncia, o primeiro pensamento que vem ao leitor € sobre
transi¢ao eletronica, que consiste na mudanca de localizagao do elétron de um orbital molecular
no estado fundamental para outro orbital vazio pela absor¢do de féton. Com isso diz-se que a
molécula esta no estado excitado. Quando isso ocorre os fotons emitem luz e isso se refere a
Luminescéncia, que por sua vez estd dividida em Fosforescéncia e Fluorescéncia. O que as
diferem sdo o tempo de emissdo, onde a fosforescéncia leva o tempo de (10 — 1s) e na
fluorescéncia a emissdo é mais rapida em torno de (10 '~ 10 7 s) (DE MOLINER et al., 2018).

A literatura descreve a estrutura da matéria pela radiagdo eletromagnética em técnicas
espectroscopicas. Assim, as técnicas avaliam a radiacao que ¢ absorvida, emitida ou até mesmo
espalhada pela amostra analisada. Através dessas técnicas sdo apresentados os espectros, eles
sdo as respostas em representacao grafica das funcdes de comprimento de onda e sdo
denominados espectrometros. Sdo muito utilizados em diversas areas de pesquisas fisicas,
quimicas e bioldgicas (HANSON et al., 2008).

Os equipamentos geralmente apresentam trés elementos basicos, sendo: um
monocromador, uma fonte de radiacdo e um detector. A maioria desses equipamentos sao
fechados e quando adicionado as amostras, obtém-se os espectros referentes a ela. A
fluorescéncia de macromoléculas relata informagdes sobre flexibilidade, sitios de ligacdes,
conformagdo, interagdo com solventes, distancias intramoleculares e coeficiente de difusao
entre outros (GHOST & MONDAL, 2012).

A técnica apresenta grande sensibilidade, mesmo em concentragdes baixas, o que torna
muito interessante para estudos quimicos e farmacéuticos. Em temperatura ambiente, a maioria
das moléculas apresentam o seu nivel vibracional e rotacional fundamental. Como estas
moléculas sdo irradiadas com fotons de frequéncias adequadas, elas absorvem energias e

passam do estado fundamental para diversos estados vibracionais do estado eletronico excitado.
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Ocorrendo, assim, as colisdes com outras moléculas, fazendo com que a molécula excitada
perca energia vibracional até chegar ao estado vibracional de menor energia dentro do estado
excitado. Portanto, esse estado ¢ instavel e as moléculas retornam para qualquer nivel
vibracional do estado eletronico fundamental e com isso emitem foton, que carregam a energia
fluorescente (PAVONI et al., 2014).

Devido a existéncia de varios niveis vibracionais no estado fundamental, os fotons
emitidos tém diferentes energias e com isso diferentes frequéncias. Logo as intensidades
emitidas em diferentes frequéncias levam a resultado de espectro de emissao de fluorescéncia
na espectroscopia de fluorescéncia. Portanto, o féton de emissdo possui menor energia que o
foton de excitagdo, por causa das perdas de energia nas transi¢des dos estados vibracionais do
estado eletronico excitado, isso faz com que os espectros de absor¢do e emissdo sejam
diferentes (PAVIA et al., 2015; MONDAL & GHOSH, 2012; PAVONI et al., 2014; TOPEL et
al., 2013; YANG et al., 2004).

Todas as moléculas que sdo fluorescentes possuem um certo comprimento de onda de
excitacdo e de emissao caracteristicos, a distancia entres eles sdo denominados deslocamento
de Stokes. Esse deslocamento ¢ essencial para a detec¢ao da fluorescéncia, principalmente para
experimentos biologicos, onde moléculas que possuem grandes deslocamentos de Stokes possui
fluorescéncia facilmente detectdvel e as que possuem pequenos deslocamentos de Stokes

apresentam dificuldades em detec¢do (PAVONI et al., 2014; TOPEL et al., 2013).
1.4 Biomarcadores fluorescentes

Os biomarcadores sao compostos de fluoréforos, que depois da absor¢cdo de fotons,
emitem luz visivel. Sdo utilizados e chamados de biomarcadores por serem usados na
localizacdo de uma parte de interesse especifica da célula. Também podem ser chamados de
sensor fluorescente quando utilizados para responder estimulos biologicos especificos
(GIEPMANS et al., 20006).

Existem biomarcadores comerciais usados para apontar metabolicos (0,1 nm), proteinas
(10 nm) e organelas subcelulares (0,2-1mm), o fluoréforo s6 pode ser utilizado como
biomarcador se for capaz de atravessar a membrana celular, permear o citoplasma, identificar
seletivamente uma estrutura biologica, ser estavel e ndo intervir na parte bioquimica da célula
(HANSON et al., 2008).

Os biomarcadores sdo classificados em quatro classes, dependendo de sua complexidade
e metodologia de obtencao, sendo elas: proteinas e peptideos; oligdmeros e polimeros; sistemas

multicomponentes € pequenas moléculas organicas. Existem varios fluoréforos comerciais,
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também chamados de sondas fluorescentes, sendo ferramentas valiosas e versateis para a
utilizagdo de biomoléculas e estruturas intracelulares, utilizado para caracterizagao de tipos de
células. Alguns exemplos sdo os corantes hidrofébicos, como BODIPY e Vermelho do Nilo
que foram empregados para manchar gotas lipidicas, mas ambos apresentam algumas
desvantagens como especificidade limitada e Stokes pequenos. Assim, o desenvolvimento de
novas sondas para as gotas lipidicas ¢ um desafio na comunidade de biologia e quimica. O que
torna os fluor6foros ambientalmente sensiveis exibe emissao em ambientes nao polares, sendo
esses considerados ideais. Portanto um design de solugdes inovadoras e abordagens sintéticas
muitas vezes nao convencionais s3ao necessarias para montar novos biomarcadores
fluorescentes, uma estratégia ¢ explorar o potencial dos produtos naturais como intermediarios
avangados para a geragdo de fenazina como sondas para as gotas lipidicas (DE MOLINER et
al., 2018.).

No campo da quimica medicinal ha o desenvolvimento de algumas pesquisas utilizando
derivados da naftoquinona, por meio de metodologias de obteng¢do de tais produtos e aplicacao
dos mesmos. Wang e colaboradores (2021) prepararam compostos por meio da reagao mostrada
na Figura 5, onde foram obtidos anéis multifundidos de naftoquinona, no qual obtiveram varios
derivados por meio da funcionaliza¢do do anel aromético, tanto da naftoquinona como do indol,
e também por substituicdo via ligacdo N-R. Os derivados do anel multifundido, obtido pelos

autores, apresentaram atividade biologica (WANG et al., 2021).

0O

(o) 0
R v R LY T N- | N-R
1z 2 AN + ||l N-Ry + 5
o) Rs o)

Figura 5: (Adaptada) Trabalho desenvolvido por Wang e colaboradores (2021).

Frente aos relatos encontrados na literatura, os compostos policiclicos tém o potencial
de se tornarem sondas fluorescentes e quimiorreceptores. Torna-se entdo importante sintetizar
derivados de quinonas com boas propriedades de fluorescéncia que podem ser aplicados a
muitos campos, como por exemplo na ciéncia ambiental, medicina e biologia celular (DONG,

et al., 2020).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Investigar o potencial de compostos preparados a partir dos nucleos indodlico e

naftoquinona como potenciais marcadores fluorescentes em células bioldgicas.
2.2. Objetivos especificos

e Preparar indois N-substituidos e também com substituintes no anel aromatico;

e Sintetizar compostos policiclicos obtidos a partir da reagao entre os indois preparados
e a 1,4-naftoquinona.

e Otimizar as condi¢des reacionais como tempo, solvente, temperatura, catalisador e
propor¢ao dos reagentes.

e Caracterizar os compostos obtidos por meio de RMN de 'H e '3C, bem como
espectrometria de massas de alta resolugao.

e Avaliar as propriedades fluorescentes e o potencial de marcagao em células vivas dos

compostos obtidos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste topico serd apresentada a sistematica para a sintese dos compostos policiclicos a
partir de indois e 1,4-naftoquinona. Os espectros dos compostos sintetizados encontram-se em

Apéndice A.

3.1 SINTESE
3.1.1 Sintese dos compostos policiclicos.

A proposta desse projeto fundamentou-se no trabalho de Napolitano e colaboradores
(1987), onde os autores realizaram a sintese a partir do 5,6-dihidroxi-indol e a 1,4-naftoquinona,
obtendo desse modo compostos policiclicos. A literatura demonstra que a investigagdo a
respeito das reagdes entre esses dois compostos ainda € de interesse da comunidade cientifica
e continua sendo explorada na obtencdo de novos produtos na area medicinal (WANG &
WANG, 2021; TANDON et al., 2002; NAPOLITANO et al., 1987)

A smtese para obtengao dos compostos policiclicos parte da modifica¢ao do anel inddlico
na hgagab h?—H?cTr meio de duas metodologias diferentes. A primeira realizou-se com uma

substitui¢cdo do hidrogénio por um grupo alquil (BANJARE, NANDA, & RAVIKUMAR,
2019).

0] (19)

Esquema 1: Sintese do ind6l modificado por alquilagao.

Para preparagéo dos inddis com substituintes aromaticos, foram realizadas reag¢des do tipo

aaaaa

mann Sem resgnga de catalisadores de cobre, entre o indol e haletos de arila a fim de

obter os produtos esperados (CANO, RAMON & YUS, 2010).

Ar (20)

21
@ Ar
22)

Esquema 2: Sintese dos inddis modificados por arilagdo.
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A proxima etapa seria a reacdo do indol modificado com a 1,4-naftoquinona (16)

resultando nos compostos policiclicos abaixo por meio de reacgdes do tipo Diels-Alder (LION

7 D, . . -~
et al., 1995 asse trabatho identificaremos os produtos formados nessa reacdo como A e B.
LR Rl e P ;
e s N4

)
aaaaa

Produto A

(16)

(23,27) (24,28) (25,29) (26,30) Produto B

Esquema 3: Sintese geral dos compostos policiclicos, onde 23, 24, 25 e 26 sao produtos do tipo A e 27, 28,29 ¢
30 sdo produtos do tipo B.

A reagdo do Esquema 1 foi realizada com THF seco em so6dio metélico e um excesso
de hidreto de sodio (25 %), em relagdo ao descrito na literatura, foi adicionada a fim de melhorar
o rendimento da mesma. A reacdo gerou o produto esperado com rendimento de 80%,
permitindo dar continuidade na rota sintética.

Seguindo a proposta de Napolitano e colaboradores (1987), que descrevem um
rendimento de 70% para produto com semelhanga estrutural aos propostos neste trabalho, a
tentativa de sintese de compostos policiclicos pela rota do Esquema 3 foi realizada. Apos
purificacdo por coluna cromatografica, foi possivel observar formacdo de apenas 5% de
produto, sendo necessario buscar na literatura outras metodologias.

Dentre as estratégias propostas, a primeira foi utilizar uma maior quantidade de indol,
sendo que a propor¢do utilizada anteriormente foi de 1 eq. de indol para 1,5 eq. de 1,4-
naftoquinona. Outra alternativa foi utilizar o dcido acético em quantidades cataliticas e utilizar
outros solventes que diluissem melhor os reagentes. A literatura demonstra a utilizagdo de
solventes como CH>Cl,, CH3CN (TANOUE et al., 2005) e até mesmo H>O para reagdes desse
tipo (ZHANG et al., 2006).

Sabendo-se quais as condi¢des reacionais descritas que favoreceram produtos similares
aos almejados neste trabalho, foi iniciado um processo de otimizagdo da reacdo, a fim de
compreender qual seria o melhor solvente, tempo, catalisador, temperatura e propor¢do dos
reagentes para que o rendimento da reagao fosse aumentado. A Tabela 2 apresenta os resultados

de otimizagao selecionados.



Tabela 2: Resultados de Otimizacao selecionados.
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R
/
0 0 N
Solvente /
©j\> + O‘ Catalisador _ O‘ Q
Tempo
N\ Temperatura
R (16)
O
0
Solvente | Catalisador Temperatura | Tempo Rendimento
Ent Indol
ntrada ndo O‘] 15 mL ©C) (horas) (%)
O
o
1 N\ 1,5 eq. AcOH AcOH 100 48 tragos
1eq.
o
2 N\ 2eq CHxCL HCI1 (2%) 100 24 25%
1eq.
o
3 N\ 2eq CH;CN HCI1 (2%) 100 24 24%
1eq.
Co
4 N\ 2 eq. H,O HCI1 (2%) 100 24 41%
1eq.
O
5 5eq. AcOH AcOH 120 24 40%
1eq.
aY
6 2 eq. CH:;CN HCI (2%) 120 24 -
1eq.
7 m tragos de
N\ 5eq. AcOH AcOH 120 2 vérios
1
I eq. produtos
Co
8 N\ 5eq. AcOH AcOH t.a. 24 18%
1eq.
CD
9 N\ 5eq. AcOH AcOH 40 2 79%
1eq.
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Inicialmente seguiu-se a metodologia de Napolitano e colaboradores (1987) para a
primeira rea¢do (Entrada 1), porém houve apenas evidéncia de reagcdo que foi verificada pela
formagdo de um produto roxo, tal qual o descrito na literatura. Nas primeiras reagdes realizadas,
havia apenas a formagao majoritaria do produto do tipo A (composto 23), sendo que a Tabela
2 e os respectivos rendimentos nela apresentados se referem a este produto. Decidiu-se entdo
avaliar a reacdo em outros solventes na presenca de HCl em quantidades cataliticas (Entradas
2, 3 e 4), mantendo-se o material de partida e a temperatura. Ap6s 24 horas, ao observar a
formagao de produtos, as reagdes foram encerradas e purificadas, sendo a reacdo realizada em
H>O a que apresentou o melhor rendimento, de 41% (Entrada 4).

Nas entradas 5 e 6 foi utilizado o indol arilado sintetizado anteriormente, sendo que o
critério para a escolha dos solventes levou em consideragdo a natureza de tal material de partida.
Para a reagdo em acetonitrila manteve-se HCl como catalisador e, para as duas reacdes
aumentou-se a temperatura em 20°C; além disso na reagdo em acido acético a propor¢do de
1,4- naftoquinona foi de 5 equivalentes para 1 equivalente de indol. Foi possivel observar
formacdo de produto apenas para a reagdo em acido acético, com um rendimento semelhante
ao da entrada 4. No entanto, ao avaliar o espectro de RMN de 'H, apos uma prévia purificagio,
este sugeriu a formacao do produto B. A analise deste espectro serd apresentada mais a frente.

Para as entradas 7, 8 ¢ 9 voltou-se a utilizar o indol metilado e observou-se o
comportamento reacional alterando-se a temperatura. Quando a reagdo ocorreu em uma
temperatura de 120°C houve formacgao de diversos produtos, sendo alguns desses provenientes
da condensagao dos proprios materiais de partida. Ao avaliar a reagao em temperatura ambiente,
voltou-se a obter um rendimento baixo (18%), o que motivou a realizar e reagdo a uma
temperatura de 40°C, obtendo-se o melhor rendimento da Tabela 2, de 79% para o produto A.

Apenas apos esse alto rendimento, foi possivel obter o produto A e o produto B na mesma

reacao (Esquema 3).
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3.1.2 Sintese de Indois /N-substituidos.

A primeira metodologia testada utilizou como referéncia o trabalho de Tang e

colaboradores (2008).

| A\

CuCl 10%, N
\ + Fenatrolina 20% \\ »
N TBAB 3eq.
o @1y THF, 115°C por 48h (20)

Esquema 4. Reacdo realizada adaptando-se metodologia de Tang e colaboradores (2008).

ApoOs 48 horas ndo se observou formac¢ao de nenhum produto, sendo isolado apds
purificacdo apenas os materiais de partida. Outra metodologia foi entdo testada utilizando 2-
iodopiridina (17). CANO e colaboradores (2010) utilizaram um brometo como reagente, como

1odo seria um grupo de saida ainda melhor, utilizou-se o iodeto para uma reagao teste.

N
\ . | SN KOH 250 mol% -
N
DMSO 120°C
N G / \
H 24h (21)
@ 32) S

Esquema 5: Proposta de reac¢do para obter o produto 21 com 2-iodopiridina.

A metodologia acima apresentou evidéncia de reagdo, o que foi observado via CCD,
sendo muito interessante devido ao uso de reagentes simples e também por ndo utilizar
catalisadores metélicos que geralmente possuem preco elevado.

Outras duas reagdes com iodeto e brometo foram iniciadas para testar a arilagdo do
indol. Nessa etapa foi utilizado apenas 0,1 mmol dos reagentes para observar o comportamento

reacional.
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N
KOH 250 mol%
>
DMSO 120°C
31 24h (20)

Esquema 6: Proposta de reacdo para obter o composto a partir de iodeto.

N
KOH 250 mol%
Dy - (0 e
H (33)
(22)
SH

Esquema 7: Proposta de reacdo para obter o composto a partir de um brometo.

A primeira reagdo culminou no produto esperado, apresentando rendimento de 12%. Na
reacdo com o tiol ndo houve formag¢ao de nenhum produto, e frente ao insucesso da ultima
reacao, foi repetida a sintese do Esquema 6 que forneceu um rendimento consideravel do indol
arilado.

Perante a dificuldade em obter os indois N-substituidos, foram separadas algumas
metodologias visando preparar esses compostos com substituintes no anel aromatico a fim de

aumentar a variedade de produtos.
3.1.3 Sintese de Inddis com substituintes no anel aromatico

Nessa etapa do projeto, a sintese de indois com substituintes no anel aromatico iniciou
por uma tentativa de nitracao na posi¢cdo 5 do anel inddlico seguindo a metodologia de Santos
e colaboradores (2021). Apos duas horas houve evidéncia de reagdao, porém com a formacao de
muitos produtos. A fase organica da reacao foi extraida e purificada em coluna cromatografica,
sendo que varios produtos foram formados com baixissimo rendimento. Devido a dificuldade

de se obter e identificar o produto almejado, a reagdo foi descontinuada (SANTOS et al., 2021).
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O,N
\ HNOs  \\\ \
A0, -10°C \\ v
2h
1 34)

Esquema 8: Reacdo testada para obter o composto 34.

Outra metodologia testada foi a de Edge e colaboradores (2006) onde os autores
obtiveram inddis a partir do aminoécido levodopa. Realizou-se entdo tal reagdo com as mesmas

condi¢des mudando apenas o material de partida, onde utilizamos o aminoacido tirosina.

0
OH H,0, KHCO; \\ \
NH, Ki[Fe(CN)s]  \\
NH
HO t.a. 48h HO
(35) 36)

Esquema 9: Reagao testada para obter o composto 36.

Apos 3 horas de reagao, conforme metodologia acima citada, realizou-se uma analise por
CCD onde nao foi possivel observar formagao de produtos. A reacdo entdo decorreu por mais
48h sob as mesmas condigdes. Apds extracdo em solvente organico, o bruto obtido da reacdo
apresentou apenas 2% de massa em relacdo aos materiais de partida, mostrando entdo que tal

metodologia ndo foi vidvel utilizando tirosina como material de partida.
3.1.4 Sintese de naftoquinonas com substituintes no anel aromatico

Nesta secdo serdo apresentados alguns testes de naftoquinonas sintetizadas durante esse
mesmo curso de doutoramento. Como visto na secdo 3.1, a reacdo entre o indol e 1,4 —
naftoquinona resultou nos produtos A e B. Dessa forma, algumas naftoquinonas com
determinados grupos substituintes no anel aromatico podem ser utilizados para gerar derivados

do tipo A ou B.

Um dos produtos que pode ser obtido para a sintese do produto A ¢ a Juglona (5-hidroxi-
1,4-naftoquinona). Esse produto pode ser obtido a partir da oxidagdo de 1,5-di-hidroxinaftaleno
que ocorre na presenga de peroxido de hidrogénio e anidrido acético, em uma solugdo de

diclorometano e metanol, como mostrado no esquema abaixo (BAO et al., 2018).
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OH (0]
CH3;COOCOCH;
H,O,,
DCM: MeOH,
5h, A
OH OH (0]
(37 (38)

Esquema 10: Reacao de obtengdo do composto 38.

O produto acima foi obtido com um rendimento de 40% o que também permitiu o
preparo da 5-metoxi-1,4-naftoquinona. Esse produto foi obtido por meio da alquilacdo da
hidroxila na posicdo 5 com base na metodologia adaptada de Castro e colaboradores (2008),
onde 6xido de prata (I) e iodometano foram adicionados em uma solucao de juglona e
diclorometano (CASTRO et al., 2008). A reacdo resultou no produto esperado com um

rendimento de 70%.

0
AgzO, CHsl
DCM
20h
OH 0] /O 0]
(38) 39)

Esquema 11: Reacao de obtengdo do composto 39.

Os compostos obtidos no Esquema 10 ¢ no Esquema 11 podem ser bons materiais de
partida na sintese de produtos do tipo A, com a adi¢do de apenas uma naftoquinona ao indol,
podendo gerar dois produtos como observado no Esquema 12. No entanto, para produtos do
tipo B esse material de partida ndo seria interessante, pois seriam obtidos 4 isomeros o que
traria grande dificuldade na purificag¢@o e baixo rendimento dos produtos obtidos. A obtengado
de derivados do tipo B desse modo requer naftoquinonas simétricas para que sejam obtidos dois
produtos majoritarios do tipo A e do tipo B.

Pensando nessa proposta de naftoquinonas simétricas, uma possibilidade interessante
seria a 6,7-dimetil-1,4-naftoquinona, também sintetizada anteriormente em outros projetos
Esquema 12. Esse composto foi obtido por uma reag¢do de Diels-Alder, seguindo trabalhos da
literatura (DA SILVA JUNIOR et al., 2020), reagindo benzoquinona com o dienéfilo 2,3-

dimetil-1,3-butadieno, utilizando 4acido acético como solvente. Apds a obtengdo do



35

intermediario 40, com um rendimento quantitativo, que foi reduzido na presen¢a de MnO> para

obter o produto 41 com um rendimento de 83%.

/ Q 0
I\ Ml’l02
B —_—
AcOH, 55°C, 24h Tolueno, 100°C
(o] 0 o
(14) 40) 1)

Esquema 12: Rota sintética para obtengdo do composto 41.

Ainda a partir do produto 41, foi possivel obter os compostos 42, 43 ¢ 44 conforme
mostrados no Esquema 13, que seguiu a metodologia de Ivashkina e colaboradores (1984). O
produto 42 foi obtido pela nitragdo de 41 utilizando NaNO3 em H2SO4 concentrado a 40°C
obtendo-se um rendimento de 75% para tal produto. A partir do produto nitrado foi possivel
realizar uma redu¢do para obter uma amina, utilizando SnCl; e FeCl; em 4cido cloridrico e
acido acético concentrado aquecido, onde a reacao resultou no produto 43 com rendimento de
70%. E por fim, a partir de 43 foi preparado um sal de diazonio, para reagi-lo com iodetos de

potéssio, formando assim o produto 44 com um rendimento de 9 % (IVASHKINA et al.,1984).

o) NO, O NH, O
NaNO;3 SnCL.2H20
—_— —_——
FeCl3.6H20
H2504 AcOH
HCl
(41) o 42) o (43) 0
KI, NaNO,,
H,SO4
| 0]
(44) 0

Esquema 13: Rota para obtengdo dos produtos 42, 43 e 44.
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3.2 ANALISES ESPECTRAIS

Os espectros de RMN de 'H e '3C estio em Apéndice A sendo a identificacdo e os
calculos dos deslocamentos quimicos foram comparados aos descritos na literatura (PAVIA,
KRIZ, ENGEL, 2015; EWING, 1979; SILVERSTEIN et al.,, 2014). Nesta secdo serdo
discutidos os espectros apenas dos compostos 23, 27 e 28, sendo os espectros dos demais
compostos apresentados na se¢ao supracitada.

Serao apresentados ainda os espectros de massas de alta resolucao para os compostos
23 ¢ 27, obtidos por modo de ionizagdo por eletrospray (IES), realizado no Laboratério de

Produtos Naturais e Espectrometria de Massas (LAPNEM).

3.2.1 Identificagcdo do composto 23

O produto 23 foi obtido na forma de um so6lido de coloragdo roxa, com 79% de
rendimento. No espectro de massas de alta resolu¢do (Figura 6), observou-se o valor do ion de
m/z 288,1020 [M+H]", compativel com a formula molecular calculada para C1oHi;3sNO2" [M +
H]" =288,1019. Além disso foi possivel observar também a presenca dos fons m/z 310,0840"

[M+Na]" e m/z 326,0582" [M+K]" referentes aos ions com sodio e potassio.

Intens. | T+ c1p4-M1_1-4 01_16127.d: +MS, 37.6min #8645
x105 ] 288.1070

4
1.0+

0.8 1
0.6

0.4+ 1+

310.0840

+
326.0582
¢

0.2 1

0.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 200 220 240 260 280 300 320 340 m'z

Figura 6: Espectro de massas de alta resolucdo com ionizagdo por eletrospray (ESIT) do composto 23.

A anélise no espectro de RMN de 'H, apresentado na Figura 7, confirma a sintese do
produto ja descrito na literatura. O simpleto em 6 4,13 corresponde a metila ligada ao indol,
resultante da reacdo de metilacdo do mesmo. Os sinais observados em o 8,42 ¢ 7,67
correspondem aos hidrogénios olefinicos da molécula, apresentam multiplicidade de simpleto

e por isso destacam-se no que parecem ser apenas multipletos entre & 8,42 e 7,54; sendo o
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hidrogénio (8) em d 7,67 referente ao anel pirrol e o hidrogénio (12) em 6 8,42 referente a
naftoquinona. Este ultimo simpleto (12) aparece mais desblindado que o outro por estar em
posi¢do o a uma carbonila. As integragdes nessa regido também confirmam a quantidade de

hidrogénios esperados para a estrutura.
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Figura 7: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H para o composto 23 (CDCls, 300 MHz).

No espectro de RMN de '3C, apresentado na Figura 8, sdo observados todos os sinais
esperados para o produto 23. O sinal do carbono metilico aparece em o 33,4 como esperado e

os dois carbonos carbonilicos aparecem mais desblindados em 6 185,7 e 6 185,1.
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Figura 8: Ampliagdo do espectro de RMN de '3C para o composto 23 (CDCls, 75 MHz).
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3.2.2 Identificacdo do composto 27

O produto 27 foi obtido na forma de um sélido vermelho, com 10% de rendimento. No
espectro de massas de alta resolugdo, observou-se um ion de m/z 442,1069" [M+H]", compativel

com a férmula molecular C2o0HisNO4s™ [M + H]" = 442,1079. 464,0899

'me”84'- CLP4-MQ-4uL_POS 138 01_}6563 di+Ms, 41.0min #4834
x10% { .

i ¢

3]

2_' 1+

] 4721175

] S

1‘_ 1+

1 1 1+ " 464.‘0890

Jp17.1070 301.1402 385.3474

250 300 350 400 450 mz

Figura 9: Espectro de massas de alta resolugdo com ionizagdo por eletrospray (ESI) do composto 27.

O composto 27 apresentou grandes desafios quanto a sua solubilidade nos solventes
comumente utilizados para realizagdo de RMN como cloroférmio deuterado (CDCIl3) ou
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds). O espectro de RMN de 'H apresentado na Figura 10
demonstra essa dificuldade por parecer ser obtido de uma solucao diluida do composto, e devido
a essa dificuldade ndo foi possivel obter o espectro de '*C para essa molécula. Ja para o espectro
de RMN de 'H ¢ possivel observar em § 3,95 um simpleto com integral para trés hidrogénios,
referentes aos hidrogénios metilicos. Em 6 7,82 / 7,42 ¢ 6 8,33 / 8,18 sdo observados sinais
referentes aos hidrogénios aromaticos que variam entre dupletos e tripletos, sendo nessa regiao
a integragao referente a onze hidrogénios. Em 6 9,33 ¢ observado um sinal com multiplicidade
de dupleto com J=9 Hz, com integracdo para um hidrogénio; esse sinal possivelmente ¢ do
hidrogénio ligado ao carbono C-6 que aparece mais desblindado que os demais devido a

proximidade com a carbonila de C-18.
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Figura 10: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H para o composto 27 (CDCls, 300 MHz).

3.2.3 Identifica¢do do composto 28

O produto 28 foi obtido na forma de um sélido laranja, com 40% de rendimento. A
reacdo de obtencdo desse produto foi realizada durante o periodo de intercdmbio no
Departamento de Quimica da UFMG, sendo que nesse periodo foi possivel apenas obter o
espectro de RMN de 'H desse composto, que sera analisado a seguir. Devido a quantidade de
hidrogénios aromaticos esperados para o composto 28 (17 hidrogénios), sendo todos estes
aromaticos, ja era esperada uma sobreposicao de alguns sinais, isso pode ser visto entre 6 7,62
/ 71,40. O espectro de RMN de 'H obtido (Figura 11), quando comparado ao do composto 27,
pode sugerir um padrdo para os produtos do tipo B: Um dupleto mais desblindado com 6 acima
de 9,20 ppm com integral para um hidrogénio. Essa desblindagem ocorre devido ao efeito

anisotropico ocasionado pela carbonila (34).
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Figura 11: Ampliagdo do espectro de RMN de 'H para o composto 28 (CDCls, 200 MHz).

Como pode ser visto no Apéndice A, o RMN desse produto apresentou algumas
impurezas, e assim como o composto 27 também ndo foi possivel obter espectro de RMN de
13C devido aos problemas de solubilidade dessa substancia. Desse modo a reagdo de sintese
podera ser repetida futuramente por outros pesquisadore, com a metodologia otimizada a fim
de obter os compostos arilados e realizar analises espectrais de massas de alta resolu¢ao, RMN

de 'H e 13C, e outras técnicas que possam de fato confirmar a sintese do composto 28.

3.3. ENSAIOS BIOLOGICOS E DE LUMINESCENCIA
3.3.1 Avaliacao de Propriedades Luminescentes

Para avaliar propriedades Opticas dos compostos 23 e 27, os espectros de absor¢do da
radiagdo ultravioleta e visivel (UV/Vis) desses compostos foi realizado, e encontram-se
ilustrados na Figura 12 e 13, respectivamente. Em moléculas organicas, as transi¢des
eletronicas geralmente ocorrem entre orbitais ligantes e ndo ligantes para orbitais antiligantes
desocupados, onde a excitagdo eletronica resulta em um aumento acentuado no coeficiente de

absorc¢ao dos comprimentos de onda ressonantes (JAYAKRISHNAN et al., 2016).
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Para o composto 23 foram observados dois picos de absor¢do, um em 290 nm (Amax) e
outro em 504 nm. O pico em 290 nm (regido do ultravioleta) ¢ originado por transi¢des do tipo
n—n* devido a conjugacao entre pares de elétrons de orbitais atbmicos nao ligantes contendo
pares de elétrons ndo compartilhados e orbitais m anti-ligantes no sistema indol-naftoquinona
(JAYAKRISHNAN et al., 2016 RAMESAN, 2013). J4 o pico em 504 nm absorve na regido do
visivel (cor da luz absorvida: verde-amarelado, cor da luz observada: violeta-avermelhado),
sendo originado por transi¢des do tipo m—n*, uma vez que existe alta conjugagdo entre os
elétrons 7 das duplas ligacdes de ambos sistemas (PAVIA, 2015; KHAN et al., 2005; SATOH
et al., 2007).

. Composto 23

L
v

290

\

Absorbancia (%)
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Figura 12: Espectro de absorcdo na regido do UV/Vis do composto 23 (C1P4M1). Solvente: DMSO;
concentragdo da solugdo: 2,12x10°mol/L (concentragdo estimada baseado no PM: 287,31Da); cubeta de quartzo

de didmetro 1cm.

Para o composto 27 foram observados quatro picos de absor¢cao de maior intensidade
(Figura 13). Esse aumento no quantitativo de picos em relagdo a 23 (Figura 12), pode ser um
indicio da conjugacdo eletronica melhorada, e isso, por sua vez, contribuiu para aumentar a
deslocalizagdo de elétrons ao longo do sistema conjugado dos elétrons na molécula

(JAYAKRISHNAN et al., 2016). Sendo dois picos na regido do ultravioleta, um em 275 nm
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(Améx) e outro em 311 nm, originados por provaveis transi¢des do tipo n—n* devido ao
aumento deslocalizag¢do de elétrons nao ligantes ao longo das ligacdes m com a adi¢do de mais
um sistema 1,4-naftoquina a molécula (JAYAKRISHNAN et al., 2016; LV et al., 2017). Um
dos outros dois picos, esta no inicio da regido do visivel 385 nm (cor da luz absorvida: violeta;
cor da luz observada: amarela) e outro em 490 nm (cor da luz absorvida: verde-azulada, cor da
luz observada: vermelha), onde o aparecimento desses dois picos ¢ atribuido as transi¢cdes do
tipo t=—n*, e a planaridade da molécula contribui para aumentar a deslocalizacao dos elétrons

através do sistema m (PAVIA, 2015; LV et al., 2017).

- Composto 23
Il TTIVI.
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Figura 13: Espectro de absor¢ao na regido do UV/Vis do composto 27. Solvente: DMSO; concentrag@o da solugio:

1,3x10-6mol/L (concentragdo estimada baseado no PM: 441,43Da); cubeta de quartzo de didmetro 1cm.

Os espectros de excitagao e emissdao de moléculas fluorescentes sao distintos, uma vez
que a energia do foton de emissdo fluorescente ¢ menor do que a energia do féton de excitacao,
devido as possiveis perdas de energia nas transi¢cdes dos estados vibracionais do estado
eletronico excitado (PAVONI et al., 2014). Esses espectros sdo caracterizados pela diferenca

entre o comprimento de onda de excitagao (Aex) € 0 comprimento de onda de emissao (Am), onde
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a diferenga entre os dois ¢ chamada de deslocamento de Stokes (Avs) (PENG et al., 2005;
SEDNEYV et al., 2015; PAVONI et al., 2014).

O deslocamento de Stokes ¢ fundamental para a deteccao da fluorescéncia, sendo
utilizada em diversos estudos na area da fisica, quimica e principalmente em aplicagdes
bioldgicas, no estudo de células vivas, tecidos, organelas ou mesmo organismos inteiros
(PAVONI et al., 2014; SEDNEV et al., 2015). Moléculas com grandes deslocamentos de Stokes
tem fluorescéncia facilmente detectavel, enquanto que a fluorescéncia de moléculas com
pequenos deslocamentos de Stokes ¢ de dificil detec¢do, pois um pequeno desvio de Stokes
pode causar auto-extin¢ao, diminuindo a sensibilidade de detec¢dao no experimento (PENG et
al., 2005; PAVONI et al., 2014).

Na Figura 14 sao mostrados os espectros de excitagao (Figura 14 A) e emissao (Figura
14 B) dos compostos 23 € 27 (100 uM em DMSO). Como podemos observar os dois compostos
foram excitados no Aex= 350 nm e emitiram fluorescéncia em Aem= 700 nm, gerando um Avg=
350 nm, considerado um grande deslocamento. Contudo, observamos uma pequena diferenga
na intensidade relativa de fluorescéncia (RFU) no espectro de excitacao, sendo maior para 27 e
no espectro de emissao 23 possui um grande valor de RFU, o que pode resultar em uma melhor

sensibilidade de detecgdo da fluorescéncia de 23.
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Figura 14: (A) Espectro de excitacdo dos compostos 23 ¢ 27 (100 pM em DMSO); (B) Espectro de emissdo dos
compostos 23 ¢ 27 (100 uM em DMSO).

Em geral, moléculas fluorescentes ideias seguem alguns padrdes estruturais, como:
devem ser neutras (ou zwitteridnicos com uma distancia de separacdo de carga curta € uma
carga liquida zero); possuir uma estrutura compacta; massa molecular limitada (MM<800 Da);
polaridade média (varios heteroatomos como doadores de ligacdes de hidrogénio e aceitantes)
para que permita a permeabilidade em membranas celulares (SEDNEV et al., 2015).

Para facilitar a visualizacao da distribuicdo eletronica nas estruturas moleculares dos
compostos 23 e 27, foi utilizado como modelo computacional a ferramenta Molview (SMITH,
1995). O Molview utiliza a variante JavaScript do Jmol (JSmol) para suas medi¢des e também

permite gerar uma superficie de Potencial Eletrostatico Molecular (MEP) (HANSON et al.,
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2013; QURESH et al., 2021). Os mapas eletrostaticos moleculares permitem visualizar a
densidade eletronica dentro da molécula e descobrir a regido de alta e baixa densidade eletronica
(QURESH et al., 2021).

As estruturas moleculares em 3D dos compostos 23 e 27 sdo mostradas nas Figuras 15
e 16, onde em (A) ¢é representada a estrutura no modelo bola e bastio otimizada usando a fungao
de minimizagdo de energia MMFF94, processada pelo mecanismo de renderizacdo JMOL. E
em (B) estd a visualizagdo da superficie do Potencial Eletrostatico Molecular (MEP).

No composto 23 os anéis indol e 1,4-naftoquinona sdo planares, porém estdo
perpendiculares um ao outro (Figura 15A), possivelmente pela repulsdo eletronica existente
entre os atomos de oxigénio e o sistema m do anel inddlicos (Figura 15B). E tal fato, parece
ndo interferir na conjugacdo eletronica entre os dois sistemas, pois foi possivel observar as
propriedades fluorescentes da molécula (Figura 14). Uma vez que estruturas de conformacao
ndo-planar no estado fundamental (So), podem emitir fluorescéncia desde que a energia de
excitacdo seja suficiente para produzir uma conformacdo relativamente planar no estado

excitado (S1) (NDEGORODOV e DOWNEY, 1994).

(A)

Figura 15: Estrutura molecular em 3D (A) com a visualizacdo da superficie do Potencial Eletrostatico Molecular
(MEP) (B) do composto 23 gerada no programa Molview.

No composto 27 o modelo molecular gerado pelo Molview apresentou uma estrutura
basicamente planar (Figura 16A), com exce¢do das carbonilas que ficaram deslocadas do
plano, possivelmente pelas repulsdes eletronicas ¢ o impedimento estérico ocasionada pelo
grupo metila (Figura 16B). Apesar do modelo molecular gerado ser uma estrutura planar, o
composto 27 teve a sua intensidade de emissdo de fluorescéncia menor do que o composto 23
(ndo-planar) (Figura 14B).

Das caracteristicas de absor¢do e fluorescéncia das moléculas nao planares para as
moléculas mais planas e rigidas, existe uma diminui¢do no valor da constante de taxa de

cruzamento intersistema (Ks: ou Kisc), constante ndo calculada para as estruturas 23 e 27, porém
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sabe-se que estas constantes expressam a transicdo de fotons do estado excitado singleto (S1)
para o estado excitado tripleto (T1), podendo explicar decréscimos de interagdes do tipo 6-n
dentro de uma molécula planar (NIJEGORODOV e DOWNEY, 1994).

Ainda, segundo os estudos de Nijegorodov e Downey (1994) um corante fluorescente
ideal deve ser ndo planar e de baixa simetria no estado fundamental So e deve se tornar cada

vez mais plana e rigida e de maior simetria no estado excitado S;.

(A)

Figura 16: Estrutura molecular em 3D (A) com a visualizagdo da superficie do Potencial Eletrostatico Molecular
(MEP) (B) do composto 27 gerada no programa Molview.

Para calcular algumas propriedades fisico-quimicas dos compostos 23 e 27, optou-se
por utilizar a ferramenta da web SwissADME que permite predizer propriedades importantes
relacionadas a farmacocinética, biodisponibilidade entre outras para aplicagdo na Quimica
Medicinal (DAINA et al., 2017). Apesar de ser uma ferramenta utilizada para aplicacao na
Quimica Medicinal, optamos em utiliza-la para predizer algumas propriedades dos compostos
citados, devido a rapidez na gerag¢ao dos dados e a gratuidade da ferramenta.

A Tabela 3 mostra os parametros moleculares que foram gerados através da plataforma
online SwissADME. Onde, uma das grandes diferencas entre as duas moléculas, 23 ¢ 27 ¢ a
4rea de superficie polar topologica (TPSA), sendo de 49,93 e 84,07 A2 respectivamente. O que
representa uma maior densidade de cargas eletronicas para 27, uma vez que contém um anel
naftoquinona a mais que 23 e que aumenta a conjugacao entre os elétrons n. Outra propriedade
interessante, ¢ a lipofilicidade dessas moléculas que sao elevadas, sendo maior para 27, assim

como esta molécula também ¢ prevista em ser mais insoluvel em agua que 23.
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Tabela 3. Pardmetros moleculares gerados pela plataforma online SwissADME

Propriedades fisico-quimicas

Compostos 23 27

Formula molecular C1sH11NO2 C28H13NO4

Massa molecular 273,29 g/mol 427,41 g/mol

N°. atomos pesados 21 33

N°. 4tomos arom. pesados 15 29

FragdoCsp? 0,00 0,00

N°. ligagbes rotativas 1 0

N°. aceptores de lig. H 2 4

N°. doadores de lig. H 1 1

Refractividade Molar 81,38 133,28

TPSA (area sup. polar topoldgica) 49,93 A2 84,07 A

Lipofilicidade

Log Pow (ILOGP) 1,85 2,50

Log Pow (XLOGP3) 3,21 5,28

Log Pow (WLOGP) 3,63 4,25

Log Pow (MLOGP) 2,02 2,04

Log Pow (SILICOS-IT) 4,38 7,19

Média Log Pomw 3,02 4,25

Solubilidade em agua

Log S (ESOL) -4,02 -6,47

Solubilidade 2,61e%2 mg/ml; 1,46e% mg/ml;
9,57e% mol/l 3,41e% mol/l

Classe Moderamente soluvel Pouco soluvel

Log S (Ali) -3,93 -6,80

Solubilidade 3,21e92 mg/ml; 6,84e%% mg/ml;
1,17e% mol/l 1,60e97 mol/l

Classe Soluvel Pouco soluvel

Log S (SILICOS-IT) -6,44 -11,17

Solubilidade 9,99e% mg/ml; 2.86e%° mg/mi;
3,66e°7 mol/l 6,70e'2 mol/l

Classe Pouco soluvel Insoluvel

Na Figura 17 sdao mostrados os radares de biodisponibilidade dos compostos 23 (A) e

27 (B). A érea rosa representa a faixa ideal para cada propriedade (lipofilicidade: XLOGP3
entre -0,7 e +5,0, tamanho: MM entre 150 e 500 g/mol, polaridade: TPSA entre 20 e 130 A2,

solubilidade: log S ndo superior a 6, saturagdo: fracdo de carbonos na hibridizag¢do sp® nio

inferior a 0,25 e flexibilidade: ndo superior a 9 ligacdes rotativas) (DAINA et al., 2017).
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Observando os radares, podemos verificar que ambas moléculas ndo possuem o nimero ideal
de insaturacdes, porém essa ¢ uma propriedade importante para candidatos a fluordforos
(NJEGORODOV ¢ DOWNEY, 1994). Ambas também possuem baixa flexibilidade, sendo
que para 27 (Figure 17B) ¢ menor quando comparada a 23 (Figure 17A).

LIPO

(A)

FLEX SIZE FLEX » SIZE

o
o)
N
N

I\ ]
i / /
/ -“ /
O INSATU POLAR O INSATU e POLAR

INSOLU

\
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Figura 17: Radar de biodisponibilidade das moléculas 23 (A) e 27 (B).
3.3.2 Ensaio Bioldgico
Um ensaio de viabilidade de linhagens de células cancerosas tratadas com o composto
23 ¢ o composto 27, foi realizado para avaliar a citotoxicidade desses compostos. Entre as

linhagens celulares testadas estdo Kasumi-1, C1498 e Jurkat. Até a concentragdo maxima

testada (100 uM), os compostos ndo apresentaram citotoxicidade (Figura 18 e 19).

Composto 23

100 .
9 M » J -8 Kasumi-1
T‘:'; 80- >k C1498
El 60 - Jurkat
S
(]
® 40+
2
§ 20
>

0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

[Composto 23] uM

Figura 18: Viabilidade das linhagens de células leucémicas tratadas com 23: Kasumi-1 LMA (humana — leucemia mieloide

aguda); C1498 (murina — leucemia miel6ide murina); Jurkat (humana — linfoblastos de células T) tratadas com o composto23.
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Figura 19: Viabilidade das linhagens de células leucémicas tratados com 27: Kasumi-1 LMA (humana — leucemia mieloide

aguda); C1498 (murina — leucemia miel6ide murina); Jurkat (humana — linfoblastos de células T).

Com a andlise por citometria de fluxo das células leucémicas Kasumi-1 tratadas com os
compostos 23 e 27 (Figura 20), foi possivel observar a presenga dos compostos no interior da
célula, indicando que houve o transporte através da membrana celular em células vivas. Nos
trés primeiros canais (FL-1, FL-2 e FL-3) houve uma maior emissao de fluorescéncia e em FL-

4 pouca emissdo para ambos 0s compostos.

Niao marcado Composto 23 Composto 27

100 =

Contagem
Contagem
Contagem
Contagem

Figura 20: Histogramas de intensidade de fluorescéncia de citometria de fluxo realizados com a linhagem celular
de leucemia humana Kasumi-1; picos na cor preta correspondem a fluorescéncia das células nao tratadas; picos
com contorno tracejado na cor preta indicam a fluorescéncia de células tratadas com o composto 23; picos na cor
vermelha indicam a fluorescéncia de células tratadas com o composto 27. Canal FL-1 (excitagdo: 488 nm; emissao:
533+30 nm). Canal FL-2 (excitacdo: 488 nm; emissdo: 585+20 nm). Canal FL-3 (excita¢do: 488 nm; emissdao: 670
nm). Canal FL-4 (excitacdo: 633 nm; emissdo: 675+12,5 nm).

De Moliner et al. (2018) preparam derivados fenazinicos da nor-f-lapachona para

extensdo da conjuncdo de elétrons m com a intengdo de formar novas sondas fluorogénicas
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celulares. Um dos derivados sintetizados (P1, Figura 21) se mostrou um marcador para
goticulas de lipidios intracelulares em experimento com células vivas na presenca do rastreador

lipofilico Nile Red (DE MOLINER et al., 2018).

@) O
Ut

nor-p-lapachona

Figura 21: Estruturas quimicas da nor-f3-lapachona e de seu derivado fenazinico P1.

Conforme mostrado na Figura 22, as células U-2 OS foram incubadas com o composto
23 ¢ 27 (vermelho) e calcein (verde) como contra coloragdo nuclear. Notavelmente, tanto o
composto 23 e 27 foram encontrados no citoplasma, como apontado pelas setas na Figura 22.
A sobreposicdo de ambos os canais confirmou a localizagdo intracelular dos compostos.
Aparentemente, 23 parece ter maior capacidade de aderir ao meio intracelular do que 27, porém
mais estudos sobre a localizagdo exata da aderéncia (organela) podera dizer se ambos possuem
o mesmo tipo de interagdo. Contudo, esses resultados validam a possivel utilidade dos

compostos 23 e 27 como fluoréforos permeaveis as células em andlises in vitro.
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Calcein Compound Merge

Control

CIP4M1

CIP4M2

Barra 20 ym
Figura 22: Imagens de microscopia de fluorescéncia de alta amplia¢do de células U-2 OS (sarcoma humano)
incubadas com calcein (UM, verde), os compostos 23 (C1P4M1) e 27 (C1P4M2) (uM, vermelho). As imagens
sobrepostas indicam a co-localizagdo dos compostos no meio intracelular, conforme mostrado pelos sinais
vermelhos pontuados (setas brancas). Barra de escala: 20 pm.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Material e métodos

As analises cromatograficas em camada delgada (ccd) foram realizadas utilizando-se
cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 e para a visualizagdo dos componentes nas analises
em ccd utilizou-se lampada ultravioleta (254 nm).

Os espectros de massas de alta resolu¢ao foram obtidos em modo de inser¢ao direta. A
analise foi realizada em um espectrometro de massas ESI-qTOF microTOF-Q III
(BrukerDaltonics) no Laboratorio de Produtos Naturais e Espectrometria de Massas (CCBS-
UFMS) operado em modo positivo (120-1200 Da).

As purificagdes dos produtos foram realizadas por cromatografia em placa preparativa
de silica gel 60 F254 (0,063-0,2 mm). Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)
de 'H e '3C foram obtidos em espectrometros Bruker, operando em 200 e 300 MHz
respectivamente, que se encontram no Departamento de Quimica da UFMS e da UFMG. As
amostras foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCl3), empregando-se tetrametilsilano
na quantidade de 0,01% (TMS) como padrao interno. O numero de hidrogénios foi verificado
através da integral relativa e a constante de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz). Os
espectros foram tratados no software MestReNova, versdo 9.0 e as estruturas quimicas

ilustradas através do software ACD/ChemSketch Freeware.
4.2. Procedimentos experimentais

4.2.1. Preparacao de naftoquinonas com substituintes no anel A

OH 0]
CH3;COOCOCH;
H>0o,
DCM: MeOH,
5h, A
OH OH (0]
(22) 23)

Em um baldo de duas bocas e fundo redondo (50 mL) sobre um banho de 4gua fria,
contendo perdxido de hidrogénio 35% (5,8 mL, 66,6 mmol), foi adicionado anidrido acético
(4,2 mL, 40,0 mmol) gota a gota. A mistura foi agitada a 40°C durante cerca de 4 h. Em seguida,
dissolveu-se 1,5-di-hidroxinaftaleno (720 mg, 4,5 mmol) em 10 mL de DCM: MeOH (1: 1 v/

v) e essa mistura foi adicionada lentamente gota a gota a solugdo reacional. Apos agitacdo a
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60°C por 1 h, a mistura reacional foi deixada arrefecer em temperatura ambiente e neutralizada
com solu¢do saturada de bicarbonato de sdédio. Em seguida, foi transferida para um funil de
separacao com agua fria, lavada com excesso de dgua fria e seca sobre sulfato de magnésio. O
composto 1 foi purificado em coluna cromatografica eluida com uma mistura de hexano/AcOEt
9,5:0,5. Obteve-se um solido alaranjado como produto, com rendimento de 35% e este foi
identificado como o produto desejado por comparagdo do Rf em CCD com compostos
sintetizados anteriormente (BAO, et al., 2018).
ApOs a sintese do composto 5- hidroxi- 1,4- naftoquinona, realizou-se a alquilagdo da

hidroxila na posi¢@o 5 para obter o produto 5- metoxi -1,4- naftoquinona:

O
AgzO, CH}I
DCM
20h
OH 0] /O O
(23) (24)

No procedimento utilizado, adaptado de CASTRO, et al. 2008, 6xido de prata (I) (1,16
g; 5 mmol) e iodometano (409 uL; 6,58 mmol) foram adicionados a uma solucao de 5- hidroxi-
1,4- naftoquinona (573 mg; 3,29 mmol) e CH>Cl, (10 mL) e esta reacao foi submetida a agitacao
continua durante aproximadamente 48 h. A reacado foi filtrada em Celite, lavada com excesso
de CH2Clz e o solvente foi removido em evaporador rotativo. O produto foi purificado em
coluna de silica gel eluida em Hexano/AcOEt (9:1 v / v) obtendo-se o produto 5- metoxi -1,4-
naftoquinona, um so6lido amarelo, com rendimento de 70 %.

Outro produto preparado foi a 6,7-dimetil-1,4-naftoquinona (DIAS et al., 2018) para a

obtencdo de outra naftoquinona com substituintes no anel A.

(@) 0 o
I\ Ml’l02
AcOH, 55°C, 24h Tolueno, 100°C
O o) o

(25) (26) Q27
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Etapa 1

As substancias 2,3-dimetil-1,3-butadieno (10,2 mmol; 1,2 mL) e p-benzoquinona (9,5
mmol; 1,03g) foram dissolvidos em AcOH (10 mL) e a solucao foi aquecida a 55°C overnight.
Depois de resfriada a temperatura ambiente, foi feita uma extragdo com AcOEt e H>O. A fase
organica foi evaporada e o solido foi filtrado a vacuo e lavado com H>O. O sélido branco ficou
secando em um vidro de reldgio por 2 dias.
Etapa 2

O solido foi dissolvido em tolueno (100 mL) e aquecido a 100°C. MnO; seco foi
adicionado lentamente por 10 min e a mistura foi posta em refluxo a 100°C por 3h. A solugao
foi filtrada em celite e evaporada (solugdo amarela). O produto foi recristalizado em EtOH.

Rendimento: 82,35%

(0] NO, O
NaNOs3
an g @) &

Em 250 mL de H>SO4 concentrado a 5°C e a agitagdo constante foi introduzida 20g de
6,7-dimetil-1,4-naftoquinona, depois 70 g de NaNO3 em 50 mL de H>SO4 em trés por¢des, com
agitacao por 25 min a 20°C e 5 min a 40°C, resfriado e gotejado em gelo picado. O precipitado
que se formou foi separado, lavado com dgua e filtrado em diclometano através de silica gel.

Rendimento: 73,6% (IVASHKINA et al.,1984).

NO, O NH, O
— 0
@s) © @9 ©

A 10g de 5-nitro-6,7-dimetil-1,4-naftoquinona em 175 mL de AcOH a 70°C foram
adicionados 50g de SnCl2.2H>O em 50 mL de HCI concentrado, aquecido 15 min a 100°C e
resfriado. A mistura foi diluida com 1,5 litros de 4gua e 75g de FeCls.6H2O foi introduzido com
agitacdo, neutralizado com NayCOs; até¢ pH 5 e extraido com dicloroetano. O produto foi

purificado por cromatografia. Rendimento: 68,4% (IVASHKINA et al.,1984).
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NH,, | 0
() —1 0
0 o}
29) 30)

A 5g de 5-amino-1,4-naftoquinona em 157 mL de AcOH foi gradualmente adicionado
H>S04 diluido (80 mL de H2SO4 concentrado e 40 mL de agua), a solucao salina formada foi
filtrada, diluida com 80 mL de dgua e diazotizada a 10°C com 3g de NaNO; em 5 mL de agua.
A solugao de diazonio foi vertida rapidamente em uma solugdo de 15g KI em 400 mL de agua
aquecida a 90°C agitada vigorosamente. O precipitado formado no arrefecimento foi filtrado,

lavado com 4gua e purificado. Rendimento: 8,9% (IVASHKINA et al.,1984).

4.2.2. Preparacao de indois N-substituidos

\ + |—CH, —NeH(lSea] _ \
3 " THF.ta 2h
N N\

(1) \H (2) CHj

A metilacdo do indol foi realizada de acordo com o procedimento da literatura
(FERREIRA & STOLTZ, 2003). A uma solugao de indol (5,86 g, 50 mmol) em THF (150 mL)
a 0 °C adicionou-se NaH (3,00g, 75 mmol). A mistura heterogénea foi agitada a 0 °C durante
15 minutos e 1 hora temperatura ambiente. A mistura foi entdo resfriada a 0 °C, tratada com
iodometano (4,17 mL, 67 mmol) e deixada aquecer até a temperatura ambiente. Apds 30
minutos, a mistura reacional foi arrefecida e extinta com NH4Cl saturado (200 mL) e extraida
com éter (3 x 50 mL). As camadas organicas foram combinadas, lavadas com salmoura, secas
sobre Na;SO4 anidro e concentradas. O 6leo resultante foi purificado por cromatografia flash
(eluente: Hexano/EtOAc 10:1) para proporcionar o 1-metil-1H-indol (80 % de rendimento)

como um 0leo incolor.
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CuCl 10%,
\ . Fenatrolina 20% N
N TBAB 3eq.
H THF, 115°C por 48h
1) (16) P )

Uma mistura de indol (0,5 mmol), haleto de arila (0,6 mmol), nanoparticulas cubicas de
Cu20 (10% mol), 1,10-fenantrolina (20 mol%), e TBAB (1,5 mmol) foi agitado a 115 °C
durante 48h. Depois de completado o tempo de reacdo, EtOAc (10 mL) foi vertido na mistura,
a qual foi entdo lavada com solucdo saturada de NaCl (3 x 5 mL) e extraido com Et,O (2 x 10
mL). As camadas orgénicas foram entdo secas (Na>xSO4 anidro) e evaporadas sob vacuo (TANG

et al., 2008).

| A

N
\ .\ KOH 250 mol%
\ DMSO 120°C
(m H (16) 24h )

Carregou-se um schlenk com o correspondente indol (16, 1 mmol), KOH (2,5 mmol, 140
mg), bromobenzeno (I mmol) e DMSO seco (1,5 mL) sob atmosfera de argdnio. A mistura
resultante foi agitada em um banho de 6leo a 120 °C até ao final da rea¢do. A mistura foi extinta
com uma soluc¢do saturada de NH4Cl e extraida com acetato de etila (2x 10 mL). A fase organica
foi seca sobre MgSOy4, seguida por evaporagdo sob pressdo reduzida para remover o solvente.
O produto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel (coluna: hexano / acetato

de etila), (CANO, RAMON & YUS, 2010).

4.2.3. Preparagdo de inddis com substituintes aromaticos.

O,N
AN HNO; AN
Ac0, -10°
NG 20, -10°C NH
2h
e)) 19)

Uma mistura de acido nitrico a 70% (4,15 mL) e anidrido acético (60 mL) resfriada a
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-10°C foi adicionada gota-a-gota a uma mistura em agitacdo de 1H-indol (19,56 mmol) em
anidrido acético (60 mL) também a -10°C por um periodo de 30 minutos. A mistura reacional
permaneceu em agitagdo por 2 horas e apds foi aquecida a temperatura ambiente e vertida em
gelo picado. A mistura aquosa foi extraida com diclorometano, as fases organicas lavadas com
agua, secas com NaxSO4 e o solvente removido em rota evaporador. A avaliagdo por CCD
apresentou uma mistura de varios produtos de dificil purificagdo. A reagdo foi entdo

descontinuada (SANTOS et al. 2021).

0
OH  H,0, KHCO; /@j\>
NH Ks[Fe(CN)4]
HO 2 HO NH
t.a. 48h
20) 1)

Para uma solucdo de tirosina (0,453 g; 2,5 mmol) em agua (250 mL) purgada por 30 min
com nitrogénio através de um trap de pirogalol (solucdo com 25 g de KOH, 5 g de pirogalol e
85 mL de agua), foi adicionada uma solugao livre de oxigénio, de bicarbonato de potassio (1,25
g) e hexacianoferrato de potassio (III) (3,3 g; 10 mmol) em agua (15 ml), utilizando um funil
de adi¢do com gotejamento lento sob um fluxo de nitrogénio. Apds cerca de 48 horas adicionou-
se ditionito de sédio (75 mg) e a solugdo foi levada a pH 4 com HCI 1 M. A solugdo foi entdo
extraida com acetato de etila, os extratos foram secos sobre sulfato de s6dio anidro e o solvente
foi entdo removido por evaporador rotativo. O bruto da reacdo apresentou menos de 3% de
massa em relagao ao esperado e por esse motivo a reagao foi descontinuada. (EDGE et al. 2006.

ADAPTADA)

4.2.4. Preparacao geral dos compostos policiclicos.
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O procedimento acima foi realizado conforme descrito na Tabela 2, a partir da
otimiza¢do da metodologia de Napolitano e colaboradores (1987). Agitou-se 5 mmol de 1,4 -
naftoquinona com 1 mmol de 1-metil-1H-indol em 10 mL de acido acético a 40°C durante 2
horas. Apds esse periodo adicionou-se entdo 30 ml de dgua e a fase organica foi extraida com
AcOEt, purificada previamente por cromatografia em coluna flash (Hexano/AcOEt 7:3)
obtendo-se o produto A (sélido roxo com 79% de rendimento) e o residuo preso na coluna foi
extraido com acetona, rota evaporado e recristalizado em AcOEt para purificar o produto B

(s6lido vermelho com 10% de rendimento) (NAPOLITANO et al., 1987).

4.3. Analise das propriedades opticas e bioldgicas dos compostos 8 e 12

A obtencao dos espectros de UV/Vis foi realizada pela aluna Karen Karine Gongalves
sob orientacdo da Profa. Dra. Adriana Pereira Duarte no Instituto de Quimica da UFMS.

Os experimentos para obtencdo dos espectros de fluorescéncia, viabilidade celular,
citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia dos compostos C1P4M1 e C1P4M?2 foram
realizados pelo pesquisador Dr. Heron Fernandes Torquato (FACFAN-UFMS) sob a supervisao
do Prof. Dr. Edgar Julian Paredes-Gamero do Laboratério de Biologia Molecular

(INBIO/FACFAN-UFMS).

4.3.1. Espectros de UV/Vis

Para essa caracterizagao utilizou-se a técnica de espectroscopia na regiao do Ultravioleta
Visivel (UV-Vis) no qual foram obtidos espectros de absor¢do, utilizando um aparelho
USB4000-UV-Vis da marca Ocean Optics. Para realizacdo da andlise os materiais estudados
foram dissolvidos em DMSO (599,5%) e suas respectivas solugdes foram adicionadas em
microcubeta de quarzto com caminho Optico de 1 cm. Os dados obtidos foram tratados no

software OriginPro 9.0.
4.3.2. Espectros de fluorescéncia

Os espectros de excitacdo e emissao dos compostos foram realizados no leitor de placas
Flex Station 3, utilizando uma placa preta, a temperatura ambiente na concentracao de 100 uM

diluidos em DMSO.
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4.3.3. Cultivo celular

Foram utilizadas as células de sarcoma humano U-2 OS e as linhagens de leucemia
humana Kasumi-1 LMA (leucemia mieldide aguda) e Jurkat (linfoblastos de células T
leucémicas) e de leucemia murina C1498 (leucemia mieldide murina). As células Kasumi-1,
Jurkat e C1498 foram cultivadas em meio RPMI 1640; o subcultivo foi feito a cada 72 h, sempre
considerando a propor¢do de 10° células por mL. A linhagem celular aderente U-2 OS foi
cultivada em meio DMEM alta glicose; o subcultivo foi feito sempre que as células alcangavam
80-90% de confluéncia, utilizando PBS-EDTA para desprendimento das mesmas. Os meios de
cultura foram suplementando com 10% de soro fetal bovino e 1% penicilina/estreptomicina. As

células foram mantidas em estufa de CO, a 37°C.
4.3.4. Viabilidade celular

A viabilidade celular foi realizada utilizando resazurina (Alamar Blue). A resazurina,
de cor azul e nao fluorescente, é reduzida a resofurin, de cor rosa e fluorescente. Este método é
empregado em ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e viabilidade celular, determinagdo da
funcdo mitocondrial. Inicialmente, as células foram plaqueadas (105 células/mL) e incubadas
em placas de 96 pogos (200 puL/pogo), a 37° C, por um periodo de 24 h com os compostos em
diferentes concentragdes (12,5, 25, 50 e 100 uM em DMSO). Apos esse periodo, foram
adicionados 20 pL de resazurina, dissolvido em PBS, na concentragdo de 1,5 mM. Apds 5 h de
incubacdo a 37°C. A fluorescéncia da resofurina foi realizada no leitor de placas Flex Station 3
com excitagdo em 560 nm e emissdao em 590 nm. A emissao de fluorescéncia das amostras sem

estimulo foi considerada como 100 % de viabilidade celular.
4.3.5. Citometria de fluxo

Para a avaliagdo de citometria de fluxo 10° células da linhagem Kasumi-1 foram
marcadas com 100 uM dos compostos 8 e 12 por 30 min em meio de cultivo celular. A seguir
as células foram lavadas 2x com PBS e ressuspensas em 200 uL de PBS. A leitura foi realizada
no citometro de fluxo Accuri C6. Foram capturados 10.000 eventos. A analise foi realizada no

programa FlowJo V10.8.
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4.3.6. Microscopia de Fluorescéncia

A linhagem celular aderente U-2 OS foi plaqueada em lamina de vidro. Quando atingiu
80% de confluéncia as células foram marcadas com 100 uM dos compostos 8 € 12 e com 1 uM
de calcein-AM (Thermo-fischer, USA) por 30 min em meio de cultivo celular. A seguir as
células foram lavadas 2x com PBS. As aquisi¢des foram realizadas no microscopio confocal
SP8 (Leica) com objetiva APO 63x/1,40. As células foram excitadas com o laser de argdnio A
488 nm e a emissao capturada entre 500-550 nm (Verde), e com o laser A 405nm e a emissao
capturada >600 nm (Vermelho). Também foi utilizado a microscopia de luz transmitida DIC

(Differential interference contrast).

4.3.7. Estrutura molecular em 3D

A estrutura molecular em 3D dos compostos 8 e 12 foram geradas usando o programa
Molview (https://molview.org/) (SMITH, 1995). As estruturas foram otimizadas usando a
funcdo de minimizagao de energia MMFF94 e processadas utilizando o mecanismo de
renderizagao JMOL, incluindo a visualizacao do Molecular Electrostatic Potential (MEP) das

moléculas.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As reagoes para obtengdo dos compostos policiclicos resultaram em alguns dos produtos
esperados, sendo estes confirmado por meio de espectroscopia de RMN de 'H e '3C. Além
disso, a otimizacdo da reagdo permitiu obter mais rendimento dos produtos esperados. Os
compostos obtidos at¢ o momento apresentaram fluorescéncia e tiveram suas propriedades
fotofisicas avaliadas na absor¢do e emissdo. Contudo, o maior desafio desse trabalho foi obter
variedades de derivados com diferentes grupos substituintes nos dois nucleos, ja que a
funcionaliza¢do do indol e da 1,4- naftoquinona demonstrou uma forte barreira para prosseguir
com as estruturas propostas no inicio do trabalho. Porém, os resultados sdo promissores e
indicam que estruturas como as dos composto 23 e 27 podem resultar em novas sondas

biologicas para células vivas com baixa toxicidade.
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Espectro 2: Espectro de RMN de 'H do composto (23) (CDCls;, 300 MHz).
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Espectro 5: Espectro de RMN de 'H do composto (28) (CDCls, 200 MHz).
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Espectro 6: Espectro de RMN de 'H do composto (28) com amplia¢gdes (CDCls, 200 MHz).
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Espectro 7: Espectro de RMN de 'H do composto (39) (CDCls, 200 MHz).
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Espectro 8: Espectro de RMN de *C do composto (39) (CDCl;, 75 MHz).
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Espectro 9: Espectro de RMN de 'H do composto (41) (CDCls, 200 MHz).
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Espectro 10: Espectro de RMN de *C do composto (41) (CDCl;, 75 MHz).
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Espectro 11: Espectro de RMN de 'H do composto (44) (CDCl;, 200 MHz)
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