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RESUMO

O céancer € uma das principais causas de morte no mundo e alberga intensos e
crescentes investimentos em pesquisa oriundos dos setores publico e privado.
Considerando os alarmantes indicadores epidemioldgicos registrados e a visivel
caréncia de medicamentos mais eficazes e menos toxicos para esta patologia, o
Laboratorio de Planejamento e Sintese de Farmacos vem, desde o final da década
de 1980, desenvolvendo moléculas com potenciais propriedades anticancer. A meta
€ minimizar o impacto dessa doenca no Brasil e no mundo. Para tanto, conhecendo-
se as propriedades anticancer de derivados da acridina, este trabalho teve como
objetivo preparar, determinar as caracteristicas fisico-quimicas, caracterizar
estruturalmente e avaliar a atividade anticancer de oito moléculas originais
derivadas da acridina. Nos ensaios in vitro foram utilizadas linhagens celulares
T47D, NG97, HEPG2, Jurkat e Raji. Para a realizacdo das sinteses, foram
realizadas reacdes de N-alquilacdo, condensacdo, ciclizacdo e adicdo de Michael.
As moléculas obtidas foram comprovadas através de métodos espectroscopicos no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e espectrometria de
massas. Os resultados revelam que o composto 3-(acridin-9-ilmetil)-5-(5-bromo-1H-
indol-3-ilmetileno)-tiazolidana-2,4-diona (LPSF/AA-29) se destacou por apresentar
menores valores de viabilidade celular para as linhagens T47D, HEPG2 e NG97 de
células testadas, chamando atencdo para a dose de 50 puM que foi a melhor.
Também foi possivel observar que o substituinte triazol presente no composto
LPSF/AA-48 possibilitou uma maior toxicidade frente as linhagens Raji e Jurkat,
principalmente na dose de 100 pM.

Palavras-chave: Tiazacridinas, MTT, Atividade anticancer.



ABSTRACT

Cancer is a leading cause of death in the world and is home to intense and
increasing investments in research coming from the public and private sectors.
Whereas the alarming epidemiological indicators recorded and visible lack of more
effective and less toxic drugs for this condition, the Laboratory Planning and
Synthesis of Pharmaceuticals has, since the late 1980s, developing molecules with
potential anticancer properties. The goal is to minimize the impact of this disease in
Brazil and worldwide. To do so, knowing the anticancer properties of acridines
derivatives, this study aimed to prepare, determine the physico-chemical
characteristics, structurally characterize and evaluate the anticancer activity of eight
original molecules derived from acridines. In vitro cell lines T47D, NG97, HEPG2,
Jurkat and Raji were used. To perform the synthesis, reactions of N-alkylation,
condensation, Michael addition and cyclization were performed. The molecules
obtained were confirmed by spectroscopic methods in the infrared, nuclear magnetic
resonance and mass spectrometry. The results show that compound 3 - (acridin-9-
ylmethyl)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ylmethylene)-tiazolidana-2,4-dione  (LPSF/AA-29)
stood out with lower values for T47D cell viability, and HEPG2 NG97 tested cell
lines, calling attention to the dose of 50 mM which was the best. Was also observed
that the triazole substituent present in the compound LPSF/AA-48 allowed greater
toxicity across the Raji and Jurkat cell lines, especially at a dose of 100 mM.

Keywords: Acridines, MTT, anticancer activity.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca decorrente da divisdo celular descontrolada e resulta
no desenvolvimento de tumores sdlidos ou de partes moles. Acomete milhares de
pessoas por ano e € uma das maiores causas de morte no mundo. Devido a esses
nameros alarmantes, essa doenca € um importante problema de saude publica que
se destaca em paises desenvolvidos e em desenvolvimento (INCA, 2011).

O tratamento do cancer envolve intervencdo cirargica, quimioterapia e
radioterapia de forma conjugada ou isolada, adequada para cada tipo da doenca
(Shewach, 2009). Vérias terapias ja estabelecidas e experimentais tém como alvo
0s mecanismos moleculares de morte celular. (Galluzzi, 2009).

A quimioterapia é realizada com o objetivo de destruir e eliminar as células do
tumor ou impedir que elas de multipliqguem e se alastrem pelo organismo. Porém,
devido a alta toxicidade que as drogas apresentam, esta intervencao causa muitos
efeitos colaterais indesejados como supressdo da medula 6ssea, lesées do trato
gastrointestinal, perda de cabelo e nausea, pois 0os medicamentos agem nao
somente nas células danificadas, mas também nas normais (Thurston, 2007).

O tratamento quimioterapico pode ser realizado com diversas classes de
drogas como os antimetabdlicos, agentes alquilantes, inibidores mit6ticos e os
intercalantes de DNA os quais podem inibir as enzimas topoisomerases.

Desde o inicio do século XX as acridinas véem sendo cada vez mais
utilizados pelas suas propriedades farmacologicas. A sua estrutura molecular é
formada por um complexo triciclico planar, chamado anel acridinico, que tem a
habilidade de interferir em varios processos metabdlicos de células de eucariontes e
procariontes (Denny, 2002). Elas apresentam um amplo espectro de atividade
biol6gica também sendo utilizadas como antibacteriano e antiprotozoario, além de
antineoplasico (Denny, 2003; Lorente, 2004).

Derivados da 9-anilinoacridina, como a amsacrina, desempenham um papel
importante na medicina como candidatos aprovados para o tratamento do cancer.
Eles s@o poderosos intercalantes de DNA que inibem sua replicacdo devido a
formacao de complexos da topoisomerase Il com DNA, impedindo a divisdo celular
e levando a célula a morte celular por apoptose (Doh-ura, 2000; Gurova, 2009;
Raza, 2011).
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Com relacdo a busca por novas drogas, a modificagdo molecular de
protétipos preexistentes tem sido ha muitos anos uma das principais estratégias
adotadas. A modificagdo molecular consiste na realizagdo de pequenas
modificacdes quimicas em um composto protétipo matriz, possuidor de estrutura
guimica e atividades biolégicas bem conhecidas (mantendo constante seu grupo
farmacoforico) obtendo-se novos compostos analogos, sem perda das principais
propriedades do composto matriz (Montanari, 1995).

Baseado nisso, e em outras perspectivas, grupos de pesquisas de todo
mundo vem buscando o desenvolvimento de novas drogas capazes de superar 0
processo de resisténcia, disponibilizando assim novas opc¢fes de quimioterapicos.
Dentre esses, os derivados 9-anilinico-acridinicos, vem apresentando excelentes
resultados, e alguns deles ja se encontram em uso clinico, como o 4-(9-
Acridinilamino)-N-(metanesulfonil)-m-anisidina - Amsacrina (m-AMSA),
principalmente para o tratamento de leucemias agudas (BACHERIKOV et al., 2005).

O Grupo de Pesquisa e Inovacédo Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco — GPIT/UFPE, pioneiro na sintese e avaliacao da atividade antitumoral
de derivados Tiazacridinicos e Imidazacridinicos, no Brasil, vem enfatizando seus
projetos na busca de novos derivados, assim como no aperfeicoamento e obtencao
desses, através de parcerias com grandes centros de pesquisas no mundo.

Diante do esforgo para descobrir medicamentos mais eficazes, mais baratos
e menos toxicos, associado ao grande potencial antitumoral de diversas acridinas,
visualizamos a possibilidade de desenvolver novas moléculas sintéticas,
terapeuticamente Uteis, analogas a Amsacrina, que possam Servir como novos
agentes anticancer.

Para isso, houve desenvolvimento de rota sintética visando a obtencao de
novos compostos quimicamente relacionados a Amsacrina. Seguida da analise das
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos novos derivados. Por fim, a
realizacdo de teste de citotoxicidade com células tumorais de cinco diferentes

linhagens, utilizando o ensaio de MTT.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

Desenvolver novas alternativas terapéuticas para o tratamento do céancer

atraveés da sintese de novas moléculas tiazacridinas.
2.2. Especificos

e Sintetizar os derivados tiazacridinicos substituidos (LPSF/AAS);

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos derivados tiazacridinicos
LPSF/AA-29, LPSF/AA-35, LPSF/AA-36, LPSF/AA-38, LPSF/AA-39,
LPSF/AA-40, LPSF/AA-41 e LPSF/ AA-48;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos novos derivados sintetizados pelo método

do MTT, utilizando as linhagens de células tumorais T47D, HEPG2, NG97,
Jurkat e Raji.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Em organismos multicelulares, a programacao para ocorrer a morte celular é
essencial para varios processos fisiolégicos, como a embriogénese,
desenvolvimento pds-embrionario e a manutencdo da homeostase do tecido adulto.
Entretanto, quando esse mecanismo de morte celular estd desregulado, pode
caracterizar a etiologia determinante de patologias agudas e crdnicas, como as
doencas autoimunes e o cancer, o qual decorre de condi¢cdes de proliferacao celular
excessiva, entre outras causas (Galluzzi, 2009).

Sabe-se que fatores genéticos e ambientais, alguns tipos de virus e de
agentes fisicos, e varias substancias quimicas sao responsaveis pelo surgimento de
varios tumores humanos e animais (Brasileiro Filho et al., 1994).

O surgimento do cancer pode ser relacionado com a idade do individuo que &
em média aos 65 anos de idade. Isto se da por uma série de fatores que vao se
acumulando com o passar do tempo, os quais sdo chamados de “hits”. Estes sao
resultados da susceptibilidade genética e de fatores ambientais como agentes
guimicos, radiacao, virus, bactérias, infeccbes parasitarias e até mesmo radicais

livres, estes ultimos produzidos endogenamente (Ruddon, 2007).

3.1. Prevaléncia do cancer no Brasil e no mundo

O processo de industrializacdo que o mundo sofreu, desencadeado no século
passado, possibilitou a integracdo das economias e sociedades de varios paises e
possibilitou a redefinicdo de varios aspectos de estilo de vida como condi¢des de
trabalho, modelos de nutricdo e consumo (Waters, 2001).

Nesse periodo houve uma mudanca na demografia mundial causada pela
reducdo nas taxas de mortalidade e natalidade, o aumento da expectativa de vida e
consequentemente o envelhecimento da populacdo. Essas transformacdes globais
desencadearam significativas modificagbes nos padrbes de saude-doenca no
mundo, como uma transicdo epidemioldgica caracterizada pela diminuigdo da taxa
de doencas infecciosas e aumento da taxa de doencas crénico-degenerativas, em
especial as doencas cardiovasculares e o cancer (Abala e Yanes, 1997).

O cancer € uma doenca decorrente da divisédo celular descontrolada e resulta

no desenvolvimento de tumores sdlidos ou de partes moles. Acomete milhares de
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pessoas por ano e é uma das maiores causas de morte do mundo. Foram
estimadas para o ano de 2008, 7.6 milh6es de mortes no mundo (em torno de 13%
de todas as mortes) e a projecdo é que o numero de mortes continue crescendo
para mais de 11 milhdes no ano de 2030. No Brasil, em 2008, foram registradas
taxas de mortalidade por cancer no Brasil de 93,2 mortes por 100.000 para os
homens, quando a taxa padréo brasileira para este ano seria 87,22; e 77,1 por
100.000, para mulheres, diferente da taxa padrao estimada de 62,1 (INCA, 2011).
No mundo, os principais tipos de cancer com maior indice de mortalidade sé&o
0 de pulmao (1.4 milhdes de mortes), estdbmago (740.000 mortes), figado (700.000
mortes), colo-retal (610.000 mortes) e mama (460.000 mortes). No Brasil, estimou-
se para 0 ano de 2011 a ocorréncia de 489.270 novos casos da doenca. Devido a
esses numeros alarmantes, essa doenca é um importante problema de saude
publica que se destaca em paises desenvolvidos e nos que estdo em

desenvolvimento (GLOBOCAN, 2008).

3.2. Tratamento do cancer

Atualmente, existem algumas opc¢des para o tratamento do cancer, como,
radioterapia, quimioterapia e intervencao cirdrgica. Essas podem ser utilizadas de
forma separada ou associada, para um melhor resultado, ou quando a doenca ja se
encontra em estado avancado. Dentre elas, a quimioterapia ainda é a op¢ao mais
apontada, para o tratamento, pois permite minimizar uma das piores consequéncias
da doenca, a metastase (Shewach, 2009).

Entretanto, um dos problemas relacionados a quimioterapia consiste
exatamente no processo de resisténcia a droga, que as células cancerosas
apresentam como um mecanismo de defesa, e que muitas vezes influencia
drasticamente no tratamento. Devido a alta toxicidade que as drogas apresentam,
esta intervencdo causa muitos efeitos colaterais indesejados como supressao da
medula 6ssea, lesbes do trato gastrointestinal, perda de cabelo e nausea, pois 0s
medicamentos agem ndo somente nas células danificadas, mas também nas
normais (Thurston, 2007).

Séo varias as classes de farmacos uteis para inibir ou atuar na sintese de
macromoléculas como o DNA e RNA. Aquelas capazes de inibir a sintese podem

agir como antimetabodlitos ou como inibidores enzimaticos. Os que agem
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diretamente sobre os acidos nucléicos ja existentes podem ser agentes
intercaladores, agentes alquilantes e agentes que clivam as cadeias (Thomas,
2003).

3.2.1. Agentes intercalantes do DNA

A terapia anticancer também é realizada pelo uso drogas intercalantes do
DNA. Elas apresentam uma estrutura quimica adequada que se inserem entre 0s
pares de bases criando um espacamento entre elas, formando um angulo de
aproximadamente 90° do eixo do DNA. Esse processo causa uma alteracao
estrutural do DNA, criando espaco de 3,4A para cerca de 7A entre 0s pares de
bases CG (Poot, 1995). Essas drogas atuam nas topoisomerases, que Sao
responsaveis pelo estado topologico do DNA.

Os inibidores da topoisomerase | sdo representados pelo irinotecano e o
topotecano, derivados mais sollUveis da camptotecina, um alcaléide pentaciclico
com baixa solubilidade em agua. Além da doxorrubicina, uma antraciclina que
apresenta na sua estrutura molecular o nucleo planar antraquinona, bastante usada
para o tratamento de leucemia aguda, linfomas e varios tipos de tumores sélidos. E
os inibidores da topoisomerase Il sdo o etoposide, um composto semi-sintético do
epipodofilotoxina que é um alcalbide; e a amsacrina que tem na sua estrutura, a
acridina, utilizada para o tratamento de carcinomas ovarianos, leucemia mieldide e
linfomas (Figura 1) (Thurston, 2007).
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Doxorrubicina Amsacrina Etoposide

Figura 1 - Intercalantes do DNA

3.3. Acridina e seus derivados

As acridinas tém um amplo espectro de atividade biolégica e sdo usadas
como antibacteriano, antiprotozoario e como antineoplasico (Denny, 2004; Lorente,
2004).

Por apresentarem alta intensidade de fluorescéncia e se inserirem entre 0s
pares de bases nitrogenadas, as acridinas também sdo usadas como
biomarcadores, sendo eficazes para testes investigativos com membrana,
lipoproteinas, proteinas e &cidos nucléicos das células (Yarmoluk, 2001,
Ogul’chansky, 2001).

Desde o inicio do século XX os derivados acridinicos véem sendo cada vez
mais utilizados pelas suas propriedades farmacol6gicas (Denny, 2002). Na década
de 1920, corantes que apresentaram anéis heteroaromaticos na estrutura foram
descobertos por terem propriedades antibacterianas, por exemplo, o antiséptico
acriflavina (Wainwright, 2001; Belmont, 2007). No meio da década de 60 houve o
estimulo a sintese de novos derivados acridinicos como candidatos a terapia do
cancer, devido a descoberta da sua acéo contra o crescimento de células tumorais

(Bongui, 2005). Neste momento foram desenvolvidos e utilizados na clinica
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compostos acridinicos carboxiamida como o DACA, 9-anilinoacridinas como a
amsacrina e nitroacridinas e a ledacrina (Seguin, 2005; Burres, 1989; Gniazdowski,
1995). No decorrer dos anos, vem sendo necessdria a sintese de novos derivados
acridinicos que sejam mais especificos e eficazes e também estudos
farmacoldgicos que avaliem suas propriedades.

Em relacdo ao desenho de novas moléculas anticancer, sabe-se que elas
devem interagir com o DNA por intercalacdo, interacdo eletrostatica ou,
principalmente, intercalagdo. Muitos quimioterapicos e antibiticos agem como
intercalantes de DNA e varios estudos relatam os compostos acridinicos interagindo
com o DNA desta forma (Qiang Liu, 2010).

A amsacrina € um exemplo de intercalante poliaromético planar e seus
derivados desempenham um papel importante na medicina como candidatos
aprovados para o tratamento do cancer. Eles sdo poderosos intercalantes de DNA
gue inibem a replicacdo deste devido a formacédo de complexos da topoisomerase I
com DNA que causa a quebra deste e consequentemente leva a célula a morte por
apoptose (Rene, 1997).

Apoptose € um mecanismo de controle da morte celular que assegura a
homeostase de células e 6rgdos e previne a tumorigénese. Uma vez iniciado seu
processo, acontecem algumas modificacbes na célula como a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, ativacdo de caspases e, finalmente, morte celular. Este
mecanismo ocorre de forma rapida, eficiente e irreversivel (Mathew, 2007; Adam,
2007).

O desenvolvimento de tumores esta intimamente ligado a supressdo da
apoptose por diversos mecanismos. Isto resulta na proliferacdo e no tempo de
sobrevivéncia celular, como também desencadeia varios eventos adversos que sao
0 estresse metabdlico, ativacdo da oncogénese, deplecdo de nutrientes e de fator
de crescimento, falta de irrigacdo sanguinea e hipdxia e, que levam a necessidade
de intervencéo terapéutica (Mathew, 2007; Adam, 2007).

Outras evidéncias mostram que os derivados acridinicos sdo capazes de
atingir o DNA, porém sem causar dano ou quebra do DNA e ndo provocam
mutacdes nos genes. Isto reduz os efeitos adversos e 0s riscos de desenvolvimento
de canceres secundarios. Isso apodia o uso de moléculas ndo genotoxicas que se

ligam ao DNA na terapia do cancer (Doh-ura, 2000; Gurova, 2009; Raza, 2011).
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3.4. A quimica das acridinas

A acridina tem sua estrutura molecular formada por um complexo triciclico
planar, chamado anel acridinico (Figura 6), que tem a habilidade de interferir em
varios processos metabdlicos de células de eucariontes e procariontes. Porém o
principal mecanismo pelo qual ela desempenha seu papel farmacoldgico € sua
capacidade de se ligar reversivelmente ao DNA, interagir com as enzimas
regulatérias topoisomerases e assim impedir que as funcbes do DNA se realizem
(Ferguson and Denny, 2007; Denny and Baguley, 2003).

Figura 2 - Estrutura quimica do anel acridinico

O anel aromatico policiclico planar da acridina e seus derivados s&o
responsaveis pela insercdo de forma perpendicular no DNA, sem que haja ligactes
covalentes (Brana, 2001; Martinez, 2004). Porém, a estabilidade da ligacédo, a
cinética e a geometria do complexo formado com o DNA dependem, além do anel
acridinico, dos grupos de atomos ligados a este que compdem a estrutura da
molécula (Hecht, 1996). Por exemplo, o trabalho realizado por Sabolova (2006), que
avaliou uma série de derivados acridinicos quanto ao poder de ligacdo ao DNA
verificou que as moléculas com substituintes mais volumosos e hidrofébicos
apresentaram melhores resultados (Sabolova, 2006).

Radchenko et.al., descreve a reacdo de acoplamento catalisada por cobre
(copper-catalyzed coupling) que ocorre entre um brometo e a 2-aminoacetofenona e
também a ciclizacdo eletrofilica da amina para a formacédo do anel triciclico da
acridina (Esquema 1) (Radchenko, 2011).
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CH
R NO, O
H,CO R20 H,CO 3co
_a b,
CH, CHj, CHs

(a) Ac,0, HNO;3 (98 %), 10 °C, 2h; (b) 2-aminoacetofenona, PhNO,, Cu, K,COs3, 165 °C, 10h; (c) HOAc/H,SO, (3:1, v/v), 85°C,
30 min

Esquema 1 - Sintese do anel acridinico realizada por Radchenko et.al. (2011).

Um importante derivado acridinico publicado por Pitta et.al., foi o 5-acridin-9-
iimetileno-3-(4-metil-benzil)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF/AC-4) (Figura 7) que
apresentou 85 % de atividade contra tumor sarcoma 180 em camundongos, agindo
apos 8 dias de tratamento intraperitoneal com 100 mg/kg/dia. Isso faz desta
molécula um potente candidato anticancer e isso resultou numa patente depositada
no exterior (W0O/2007/109871) (Pitta, 2007).

A diferenca existente entre a molécula da amsacrina e os derivados
acridinicos relatados neste trabalho, semelhante ao composto LPSF/AC-4, é a
presenca de um radical metileno na posicdo 9 do anel acridinico dos derivados ao
invés da amina presente na amsacrina, resultando numa rigidez nessa porcdo da

molécula.

H H [¢]
amsacrina

CHj
[¢]
A
N

LPSF/AC-4

Figura 3 - Diferenca da molécula da Amsacrina em relagdo aos compostos
sintetizados por Pitta et.al.

Com o objetivo de verificar a reatividade da acridina, Pigatto et.al. realizaram
mudancas moleculares no composto 5-acridin-9-ilmetileno-3-(4-metil-benzil)-
tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AC-4) por meio de célculos computacionais no nivel
B3LYP/6-31pG (d,p). De acordo com a analise de Merz-Singh-Kollman (MK), foi
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sugerido que os sitios de protonacéo da acridina sejam nos atomos de oxigénio ou
nitrogénio por serem o0s atomos mais negativos da molécula. Foram calculadas
também as afinidades dos prétons e foi verificado que os ions mais estaveis sao 0s
gue a protonacdo se deu no N-quinolina. Valores da afinidade de prétons e gas-
phase basicities (GB) foram calculados pelo B3LYP/6-31pG (d,p) e mostraram que
espécies N-quinolina protonadas sdo aproximadamente 30 kcal mol* e 50 kcal?
mais estdveis que as protonadas no oxigénio e no nitrogénio, quinto membro do
anel, respectivamente (Pigatto, 2011).

Para a obtencao do anel acridinico, pdem-se a reagir o acido 2-clorobenzoico
e o acido aminobenzdéico apropriado para a substituicdo desejada. Levando em
consideracdo que, para a substituicdo na posicédo 3, ndo € possivel usar o 4cido 3-
aminobenzéico porque na reacdo haveria a formacdo de uma mistura de produtos
substituidos nas posicfes 1 e 3 que nao sao facilmente separaveis.

O produto antranilico intermediario formado é ciclizado em POCIs, obtendo-se

por fim o anel acridinico, 9-cloroacridina (Esquema 2) (Goodell, 2006).

HO. (0)
H
Cl N
HoN x, P a < O b ST 0
+
or |/ 4 | X AN fc;|
OH = oH
o o]

(a)Cu, Cul, piridina, K2COs, H20, refluxo; (b) POCIs, refluxo.

Esquema 2 - Sintese do anel acridinico realizada por Goodell et.al. (2006).

Existem muitas tentativas de associacdo de duas ou mais funcionalidades
intercalantes em uma Unica molécula para aumentar sua afinidade e especificidade
com o DNA (Ihmels, 2005).

Com isso, varios derivados acridinicos foram idealizados e sintetizados
variando as posi¢des das substituicdes, principalmente nas posicdes 1, 2, 3, 4 e 9.
Como exemplo temos a 2-amino-acridona (Figura 8) que foi estudado inicialmente
por Tabarrini et al (1999).

O

QL0
N

Figura 4 — 2-amino-acridina
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Como também, Duflos et al. (1996), que sintetizaram derivados acridinicos
como 4-(amino-metil)-3-dimetil-amino-acridina (Figura 9). Este apresentando

resultados promissores no combate a diversos canceres.

X
_ _CH3
N N

N.  CHs
H3C/ H

Figura 5 - 4-(amino-metil)-3-dimetil-amino-acridina

Segundo Acheson (1956), as 9-alquil-acridinas séo de particular interesse por
causa da boa reatividade do hidrogénio o do grupo alquil, devido as propriedades
eletronegativas do atomo de nitrogénio do anel heterociclo. Elas podem ser
comparadas com o0 2 e 4-etil-piridinas e quinolinas onde o grupo metil é

similarmente ativado.

Baseando-se nestas e em outras informagdes que pesquisadores como Ferlin
et al. (2000), sintetizaram uma série de derivados acridinicos substituidos em
posicdo 9. A obtencdo dos compostos ocorreu a partir de uma acridina comercial, a
2-metoxi-6,9-dicloro-acridina, que permitiu reacdes de substituicdo nucleofilica na
posicdo 9, que é favorecida pela saida do a4tomo de cloro do anel acridinico e
entrada dos derivados anilinicos (Esquema 3) apresentando bons resultados. Entre
eles 0 2-metdxi-6-cloro-9-(2’-metoxi-4’-metanosulfonamida-anilina)-acridina

apresentou melhor rendimento.
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Esquema 3 - Sintese da 2-metoéxi-6-cloro-9-(2’-metdxi-4’-metanosulfonamida analina)-acridina

realizada por Ferlin et al. (2000).

Silva (2001), sintetizou o 2-ciano-acridna-9-il-acrilato de etila (LPSF/IP-29). A
obtencdo do nudcleo acridinico partiu da difenilamina que em presenca do &cido
acético e cloreto de zinco conduziu a 9-metil-acridina. Subsequientes reacdes de
oxidacdo com clorocromato de piridinio (PCC) na presenca de sulfato de magnésio
e de condensacédo do tipo Knoevenagel utilizando o cianoacetato de etila levou a

formacgé&o deste intermediario reativo (Esquema 4).
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Esquema 4 - Obtencéo do intermediario acridinico reativo por Silva (2001).

Silva (2003), utilizando o 2-ciano-acridin-9-il-acrilato de etila (LPSF/IP-29)
sintetizou sete novos derivados tiazacridinicos N-alquilados na posi¢cao 3 do nucleo
tiazolidindnico por grupamentos benzila ou fenila substituidos em posicdo para por
Cl, Br, F, CHs, CeHs, NO2 (Esquema 5).
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X = CH2 ou CH2CO
R =ClI, Br, F, CHs,
CesHs, NO2

Esquema 5 — Sintese dos derivados tiazacridinicos realizada por Silva (2003).

Derivados 4-tioxo-imidazacridinicos e 4-tioxo-tiazacridinicos foram obtidos por
Magalhdes (2003), a 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-bromo-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-
ona (LPSF/AC-18) e a 5-(acridin-9-il-metileno)-3-(4-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-
2-ona (LPSF/AC-124), utilizando o 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila também

como intermediéario (Esquema 6).

() a

N CH=C
\ COOCH,CH3

Esquema 6 — Sintese de derivados 4-tioxo-imidazacridinicos e 4-tioxo-tiazacridinicos realizada por
Magalh&es (2003).
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Moura (2005) sintetizou seis novos derivados tiazacridinicos, onde observou
gue dois derivados se destacaram. Obteve uma resposta de inibicdo de crescimento
da massa tumoral até a dose de 46,09 mg/kg/dia para o 5-(acridin-9-il-metileno)-3-
(4-cloro-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LPSF/AC-119) e 45,93 mg/Kg/dia e para o
5-(acridin-9-il-metileno)-3-benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/AC-28) (Tabela 1),

onde a resposta maxima observada foi de 83,60 e 83,89 %, respectivamente.

Tabela 1 — Avaliacdo da inibicdo do crescimento da massa tumoral dos compostos LPSF/AC-28 e
LPSF/AC-119 com doses baseadas na DLso em camundongos Swiss com Sarcoma 180 induzido

Compostos DLso (%) Dose (mg/Kg/dia) Inibic&o (%)

5 91,87 67,75
2,5 45,93 83,89
1,25 23,97 71,69
0,63 11,57 58,95
0,31 5,7 41,44

5 92,18 80,11
2,5 46,09 83,60
1,25 23,04 66,69
0,63 11,61 31,58

LPSF/AC-119 0,31 5,72

Camundongos com sarcoma 180 induzidos tratados com LPSF/AC-28 e LPSF/AC-119 via i.p.
durante 8 dias nas doses mencionadas. O percentual de inibicdo foi calculado de acordo com a
equacao: TWI=(C-T) x 100/C

Rocha Pitta (2010) realizou ensaios in vitro em linhagens celulares SF-295
(Sistema Nervoso Central), MDA-MB435 (melanoma) e HCT-8 (carcinoma de
célon). Os resultados revelam que os compostos 3-acridin-9-il-metil-5-acridin-9-il-
metileno-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-2), 3-acridin-9-il-metil-5-(4-metoxi-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-3) e 3-acridin-9-il-metil-5-(4-bromo-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-6) destacaram-se entre 0s mais ativos
da série, pois apresentaram, respectivamente, 92,4 %, 86,7 % e 96,6% de inibicao
da proliferacéo celular contra a linhagem de carcinoma de célon; enquanto que a
doxorrubicina, farmaco de referéncia, apresentou 95,2 % de inibicdo contra a
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mesma linhagem de células (Figura 10). Estes resultados revelam a importancia de

derivados tiazacridinicos no combate do cancer.
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Figura 6 - Derivados acridinicos obtidos por Rocha Pitta (2010)

Os resultados obtidos com os trabalhos desenvolvidos no Laboratério de
Planejamento e Sintese de Farmacos — LPSF/GPIT/UFPE nos estimulou a propor e
desenvolver a sintese de novos derivados acridinicos substituidos, visualizando a
obtencdo de compostos que possam melhorar o arsenal terapéutico na tentativa de

contribuir para o tratamento de doencas degenerativas como cancer.
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Parte Quimica
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4. Parte Quimica

4.1. PLANEJAMENTO E SINTESE DE FARMACOS

Uma das principais ferramentas para introducdo na clinica medica de novos
agentes terapéuticos, potencialmente ativos e menos toxicos, € através de um
processo atualmente usado nos laboratorios de sintese organica, o planejamento
racional. Para isso utilizamos a Quimica Farmacéutica ou Quimica Medicinal que
nos possibilita 0 conhecimento dos mecanismos que regem as reacdes quimicas, a
interacdo com catalisadores e métodos especificos de purificacdo e identificacdo de
moléculas.

Segundo Thomas (2003), as rotas usadas nas sinteses de farmacos
potenciais podem ser classificadas como vias sintéticas parciais ou plenas, onde as
parciais sdo resultantes da combinagcdo da sintese organica e de outros métodos,
como por exemplo, computacionais; e as vias plenas utilizam apenas métodos de
sintese organica. Estas vias, ainda podem ser lineares, quando utilizam etapas
subsequentes até a obtencdo da molécula-alvo, ou convergentes, quando duas ou
mais sec¢Bes da molécula-alvo sdo sintetizadas separadamente antes de serem
combinadas. Contudo, todos os planos para obtencdo de um composto-prototipo
devem apresentar detalhes que permitam possiveis modificagcbes moleculares
objetivando a producédo de uma ampla faixa de anélogos.

4.2. A Importancia da Modificagcdo Molecular

A idealizacdo de um composto-protétipo e a possibilidade de possiveis
modificacdes moleculares constitui um dos métodos mais utilizados pelos quimicos
medicinais. As possiveis variacdes estruturais conferem novas propriedades fisicas
e alteram a reatividade da molécula que, por sua vez, causam mudancas na
distribuicdo nas células e nos tecidos (BURGER, 1970 apud DANIELLI, 1970).

Burger afirma ainda em seus estudos, a importancia das unidades estruturais
especificas com o propésito de enfatizar a correlacdo existente entre a atividade
biolégica com a constituicdo quimica do composto-protétipo. Assim sendo, relatou a
importancia dos sistemas anelares em algumas atividades farmacoldgicas, como, o
indol e sistemas condensados que foram utilizados como compostos-protétipos da
ergotamina e serotonina que apresenta uma atividade biolégica simpatolitica e

pressora, respectivamente (BURGER, 1970).
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Tanto Sexton (1963 apud KOROLKOVAS, 1974), quanto Patrick (2001),
afirmaram que os grupos presentes ou introduzidos em um farmaco sao importantes
por dois motivos: 1) eles podem ser essenciais para a manifestacéo de determinada
acao bioldgica, em razdo da sua reatividade quimica ou da disposicéo espacial; e 2)
eles podem modificar a intensidade de determinada acdo biolégica, em
consequéncia dos efeitos caracteristicos que exercem.

Patrick (2001) demonstra que na sintese de compostos de forma randdémica,
as estratégias envolvidas na preparacdo de novas moléculas sdo: 1) variacdo de
substituintes; 2) extensdo da estrutura; 3) contracdo/extensdo da cadeia; 4)
contracao/extensdo do anel; 5) variacdo do anel; 6) isésteros; 7) bioisésteros; 8)

simplificacéo da estrutura e 9) rigidificacao da estrutura.

4.3. Materiais e Métodos

Os produtos secos e puros foram analisados por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, infravermelho e espectrometria de
massas, para confirmacéo das estruturas moleculares.

Espectrometria de infravermelho foi realizada em espectrofotdmentro FTIR
Bruker modelo IFS 566, em pastilhas de KBr. Espectrometria de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio foi efetuada em espectrofotdbmetro Varian modelo
Plus 300 MHz. Espectrometria de massas foi registrada sobre impacto eletrénico a
70 eV em espectrébmetro HP 5987.0s pontos de fusdo foram determinados em
aparelho Quimis modelo 340.27.

Cromatografia em camada delgada foi realizada em placas Merk silicagel 60
F254, de 0,25mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366nm).

Todos os reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos, assim
como os para analises, pertencem as marcas Sigma/Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou

Quimis.

4.4. Descricao da Metodologia e dos Compostos Obtidos

As sinteses dos derivados tiazolidinicos foram realizadas de acordo com a via
plena convergentes, onde se realizou separadamente a obtencdo de todos os

intermediarios do ndcleo acridinico, e paralelamente foram obtidos a tiazolidina-2,4-
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diona e os ésteres de Cope, que permitiram a sintese dos novos derivados
tiazolidinicos substituidos nas posicdes 2 e 3 (Esquema 7).
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Esquema 7: Diagrama de sintese dos derivados tiazacridinicos
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4.4.1. Obtencéo datiazolidina-2,4-diona

O

|

@)
Em um baldo de fundo redondo foi adicionado a tiouréia (5 g — 0,0658 mols) e
o acido monocloroacético (6,35 g — 0,0673 mol) previamente dissolvidos em agua
destilada. Aqueceu-se a mistura por 18 horas em banho de 6leo e refluxo. Em
seguida, deixou-se o produto obtido em repouso por 24 horas na geladeira.
Formaram-se cristais brancos correspondentes a tiazolidina-2,4-diona, cuja

purificacao foi realizada através de cristalizagfes sucessivas em agua destilada.

4.4.2. Obtencédo da 9-metil-acridina (LPSF/AC-1)

Foram colocados para reagir em baldo de fundo redondo de 500 mL (2,5 g -
0,0147 mols) de difenilamina, 3 mL de &cido acético e cloreto de zinco (10 g -
0,0734 mols), que foram aquecidos a uma temperatura de 220°C durante 8 horas
em banho de 6leo e refluxo. Inicialmente, esta mistura reacional foi tratada com uma
solucao recém preparada de acido sulfarico e, em seguida, alcalinizada pela adi¢cao
de uma solucdo de hidréxido de aménio. A 9-metil acridina (LPSF/AC-1) foi isolada
através de extracdo com tolueno. O produto foi purificado através de cromatografia
sob pressdo em silica gel 60, utilizando como sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt

na proporcao de 7:3.

4.4.3. Obtencéo da 9-bromo-metil-acridina (LPSF/AC-160)-

CH,Br
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Em um baldo de 50 mL foi adicionado a 9-metil-acridina (500 mg — 0,0025
mols), 1 Eq do N-bromosuccinamida, 1 Eq do peréxido de benzoila em 18 mL de
cloroférmio. A reacédo foi aquecida em banho de 6leo a refluxo e acompanhada por
CCD durante 5 horas. A 9-bromo-metil-acridina (LPSF/AC-160) foi filtrada e a agua-
mae evaporada a secura. O material obtido foi solubilizado em acetato de etila e
lavado co uma solucdo de HCI 1N. A fase aquosa foi alcalinizada com KHCOs,
havendo a precipitacdo do derivado acridinico. O produto foi purificado através de

extragcdo com acetato de etila.

4.4.4. Obtencéo da 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-1A)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados tiazolidina-2,4-diona
(1,136 g — 0,0097 mols), 9-bromo-metil-acridina (LPSF/AC-160) (2,6397 g — 0,0097
mols), de hidréxido de potéssio (0,5436 g — 0,0097 mols) dissolvidos em metanol. A
mistura reacional foi aquecida a 65 °C em banho de 6éleo e refluxo, por 15 horas,

levando a formacé&o da 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-1A).

4.4.5. Obtencao de ésteres de Cope (LPSF/IPs)

CN

I
@CH:C—E—OCHZCHg
o)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados quantidades equimolares

Rq

do aldeido aromatico substituido e o cianoacetato de etila em presenca de
trietilamina como catalisador. A mistura reacional foi aquecida a 110 °C em banho
de 6leo e refluxo, durante 4 horas. Os ésteres de Cope (LPSF/IPs) obtidos foram

purificados através da solubilizacdo em etanol e precipitacdo em agua destilada.
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4.4.6. Obtencdo da  3-(acridin-9-ilmetil)-5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AAS)

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 3-(acridin-9-ilmetil)-5-
arilideno-tiazolidina-2,4-diona (0,1g - 0,3236 mmols) (LPSF/AA-1A) com o respectivo
composto intermediario, éster de Cope (LPSF/IP), 250 uL de morfolina como
catalisador e 8 mL etanol absoluto. A reacdo foi aquecida a 60° C em banho de 6leo
e refluxo, e acompanhada por CCD, sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt na
proporcdo de 7:3, durante 4 horas. ApOs filtracdo os produtos obtidos foram

cristalizados em acetona (Tabela 2)

Tabela 2 — Estrutura quimica dos compostos sintetizados com as respectivas quantidades dos

LPSF/IPs utilizadas para cada sintese.

Compostos Quantidades de LPSF/IP

0,1029 g do LPSF/IP-29

(¢]
) E 0,1340 g do LPSF/IP-79

LPSF/AA-35




0,0919 g do LPSF/IP-78

0,0873 g do LPSF/IP-75

0,0935 g do LPSF/IP-76

0,0919 g do LPSF/IP-82

LPSF/AA-41

0,0880 g do LPSF/IP-83

42
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NF / 0
L 7N 0,0866 g do LPSF/IP-73
LPSF/AA-48

4 5. Resultados e Discussao

45.1. Mecanismo reacional

Iniciam-se com a sintese da tiazolidina-2,4-diona, que foi realizada através da
reacdo de acido monocloroacético com a tiouréia em meio aquoso. Nesta reacao
ocorre um processo de ciclizacdo que forma a tiazolidina-2,4-diona (LIBERMAN,
1948).

No esquema 8 detalhamos o mecanismo da reagao para a obtencéo do anel

tiazolidinico.

Esquema 8. Mecanismo da reac¢édo de ciclizacdo da tiazolidina-2,4-diona
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Em uma segunda etapa temos a sintese dos derivados 3-benzil-tiazolidina-
2,4-dionas, através de reacdes de N-alquilacdo da tiazolidina-2,4-diona com a 9-
bromo-metil-acridina (LPSF/AC-160), na presenca de base em solvente metanol,
gue levou inicialmente a formagao de um sal, e posterior adicdo do 9-bromo-metil-
acridina (LPSF/AC-160) com a formacao final do produto intermediario. Quando néo
apresenta substituicdo no atomo de nitrogénio, a tiazolidina-2,4-diona comporta-se
como um acido fraco, que reage com haletos de alquila, substituidos ou ndo, em
solugBes alcalinas conduzindo a formacgdo de sais. Tal metodologia é consolidada
na literatura por diversos autores, tendo como diferenca o0 meio basico utilizado
(DAVIS E DAINS, 1935; LO, SHROPSHIRE, CROXALL, 1953). O mecanismo é
concertado e SN2, ou seja, no mesmo momento que o nucledfilo ataca o carbono
positivo o halogénio por ser um bom grupo de partida sai da molécula e se forma o

produto final da reacédo (Esquema 9).

Esquema 9. Mecanismo reacional de N-alquilacdo da tiazolidina-2,4-diona

Em paralelo foi realizado a sintese dos ésteres cianocinamicos (LPSF/IP),
gue se processou a partir da condensacdo de Knoevenagel com aldeidos
aromaticos e cianoacetato de etila, em tolueno e na presenga de morfolina.

O mecanismo reacional de formacdo dos ésteres cianocinamicos inicia-se
pela retirada do hidrogénio metilénico do cianoacetato de etila através da
trietilamina. A seguir, o carbanio formado, estabilizado através do equilibrio ataca o

carbono a-carbonila que tem sobre si uma carga parcial positiva resultante do efeito
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indutivo provocado pelo atomo de oxigénio formando o 2-ciano-3-(1H-indol-3-il-
metileno)-acrilato de etila (CAREY & SUNDBERG, 1990).

Derivados de aldeidos arométicos, tais como os ésteres de Cope, sdo obtidos
através da reacdo de condensacdo do tipo Knoevenagel entre aldeidos aromaticos
substituidos e cianoacetato de etila, em presenca de uma base, normalmente a
trietilamina. Este éster cianocinamico atua como um intermediario para as reacdes
de condensacdes em posicdo 5 da tiazolidina-2,4-diona N-alquilada ou n&o

(Esquema 10).

/CN CN
HZC\ trietilamina HC\ + H’
9—0—CH2CH3 g %—O—CH2CH3
o O

CN CN

' o .
@—0HECH—§—O—CHZCH3 < X2 @—CIIH—CH—CHZ—O—CHZCHg
0 OH o

R R

Esquema 10. Reacado de condensacao de Knoevenagel

Estes intermediarios foram utilizados para obtencdo dos substituintes
benzilidénicos, na posicao cinco do anel tiazolidina-2,4-diona formando os derivados
tiazacridinicos.

A formacao da dupla exociclica na posicdo 5 da 3-acridin-9ilmetil-tiazolidina-
2,4diona (LPSF/AA-1A) ocorreu devida a desprotonacédo pela acdo da morfolina,
gue conduz a formacdo de um carbanion, que leva a um ataque do carbono 8 do 2-
ciano-3-fenil-acrilato de etila (LPSF/IP), conduzindo aos novos derivados
tiazacridinicos (LPSF/AAs) (SANTOS et al., 2005; MOURAO et al., 2005).

A posicdo 5 do anel tiazolidinico apresenta uma reatividade caracteristica
frente a varios reagentes. O carbono metilénico comporta-se como um nucleéfilo e
as reacdes ocorrem normalmente em presenca de uma base, a tiazolidina-2,4-diona

reage como um anion. A formacdo deste anion é facilitada pela presenca dos
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grupamentos carbonilicos nas posicdes 2 e 4, e sdo dependentes do efeito indutivo
negativo do heteroatomo, obedecendo a seguinte ordem: S > NH > NCHsz > O
(BARONOV e KOMARISTA, 1965).

No esquema 11 podemos observar 0 suposto mecanismo da reacdo de

adicdo de Michael para derivados tiazolidinicos utilizando-se morfolina como

catalizador.
[o O
N
I\ L O
S 3 SE ) R
H S/&o =
R \//N
N AN + N _—
s L,
CN H o

Esquema 11. Suposto mecanismo da reacdo de adicdo de Michael em derivados tiazolidinicos

4.5.2. Determinacédo da Configuracdo da Dupla Exociclica

As tiazolidinas-2,4-dionas podem sofrer condensacdo com aldeidos
aromaticos substituidos e reacdo de adicdo com ciano acrilatos de etila substituidos,
conduzindo a formacdo de derivados a,3 — insaturados. Estes derivados,
teoricamente, podem existir nas configuracdes diastereocisoméricas Z e E (Figura
12).
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Figura 7 - Estruturas tedricas dos diastereoisébmeros Z e E para as tiazolidonas substituidas

Diversos autores confirmaram a configuracdo Z ou E da dupla ligacdo em
varias moléculas contendo os anéis tiazolidina-2,4-diona, imidazolidinadiona e
rodanina, bem como derivados de hidantoinas e tiohidantoinas (MENEZES et al.,
1992; LIMA et al., 1992).

Por exemplo, foi determinada a configuracdo da dupla ligacdo exociclica em
derivados 5-arilideno-tiazolidina-2,4-diona. Apenas para um das moléculas da série
sintetizada, esta configuracédo foi determinada por estudos de difracdo de Raio-X,
sendo identificada como Z apresentando deslocamentos quimicos na faixa de 7,72-
7,97 ppm. Nos espectros de RMN 13C, os sinais do C-H arilideno apareceram na
faixa de 130,1-132,8 ppm (Bruno, 2002).

Este fato deve-se a maior desblindagem por parte do grupo carbonila (C=0)
adjacente (posicdo 4), em comparacdo ao mesmo efeito observado pelo atomo de
enxofre (S-1).

4.5.3. Caracteristicas fisico-quimicas e resultados espectroscopicos
4.5.3.1. Tiazolidina-2,4-diona

A tiazolidina-2,4-diona, de formula molecular C3H3sNO2S (MM = 117), apos
purificagéo apresenta-se na forma de cristais brancos. Este composto foi obtido com
rendimento de 84%, apresentando uma faixa de fusdo 121-122°C [ponto de fusdo
na literatura 122°C (KOCHKANYAN; ISRAELYAN; ZARITOUSKII, 1978) e Rf = 0,51,
em sistema de eluicdo CHCIs/CHsOH 96:4. RMN'H (3, ppm) — DMSO - d6: 4.11
ppm (CHz, s, 2H); 12.00 ppm (NH, s ,1H) IV (cm™): 3115 (NH), 1670 e 1735 (C=0).
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4.5.3.2. Derivados tiazacridinicos

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-((5-bromo-1H-indol-3-il)-metileno)-tiazolidina-2,4-diona

(@]
Br. N
5/&
\ o
|
H

C26H16BrN30O2S. Rdt 53,25%. P.F. 297-298°C. CDC (n-hexano:acetato de etila, 7:3)
Rf 0,4. IR (KBr, cm) 1316, 1453, 1600, 1682, 1734, 3433. 'H NMR 400 MHz ([
ppm, DMSOds) 5.92 (s, 2H, CH2), 7.67 (s, 1H), 12.27 (s, NH), 689 (s, 1H), 7,17 (s,
1H), 9,30 (s, 1H), 7.69 (t, 2H, acridina, J= 8.0 Hz e J= 7.2 Hz), 7.78 (s, 1H, CH=),
7.86 (t, 2H, acridina, J= 8.0 Hz e J= 7.2 Hz), 8.18 (d, 2H, acridina, J=8.8 Hz), 8.44 (d,
2H, acridina, J=9.2 Hz) . MS, m/z (ES+) 514.0026 [M+H]*.

(LPSF/AA-29)

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-(3,4-bis-(benziloxi)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-35)

S0

CssH2sN204S. Rdt 54,44%. P.F. 232°C. CCD (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rt 0,38.
IR (KBr, cmt) 1265, 1381, 1585, 1677. 1H NMR 400 MHz (5 ppm, DMSOds) 5.17 (s,
2H, O-CHz), 5.21 (s, 2H, O-CH2), 5.91 (s, 2H, CH2), 7.15-7.45 (m, 13H, aromaticos),
7.66-7.69 (m, 2H, acridina), 7.86-7.87 (m, 2H, acridina), 7.84 (s, 1H, CH=), 8.18 (d,
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2H, acridina, J=8.8 Hz), 8.44 (d, 2H, acridina, J=8.4 Hz) . MS, m/z (ES+) 609.1856
[M+H]*.

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-(piperidin-1-il)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-36)

C29H25N302S. Rdt 39,93%. P.F. 232-233°C. CCD (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rs
0,33. IR (KBr, cm) 1377, 1576, 1677, 3434. *H NMR 400 MHz (5 ppm, DMSOds)
1.48-1.59 (m, 6H, piridina), 3.36-3.37 (m, 4H, piridina), 5.91 (s, 2H, CH2), 6.99 (d,
2H, benzilideno, J= 9.2 Hz), 7.39 (d, 2H, benzilideno, J=9.2 Hz), 7.66-7.69 (m, 2H,
acridina), 7.83-7.87 (m, 2H, acridina), 7.79 (s, 1H, CH=), 8.18 (d, 2H, acridina, J=8.8
Hz), 8.47 (d, 2H, acridina, J=8.8 Hz) . MS, m/z (ES+) 480.1710 [M+H]".

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-(pirrolidin-1-il)-benzilideno)-tiazolidino-2,4-diona

(LPSF/AA-38)

C2sH23N302S. Rdt 22,73%. P.F. 236°C. CDC (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rt 0,35.
IR (KBr, cm) 1265, 1381, 1585, 1677. *H NMR 400 MHz (8 ppm, DMSOde) 5.17 (s,
2H, CH2), 1.59 (s, 2H, CH2), 2.80 (s, 4H, CH), 6.54 (s, 2H, aromético), 7.12 (s, 2H,
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aromatico), 7.57 (s, 1H, CH), 7.86-7.87 (m, 2H, acridina), 7.84 (s, 1H, CH=), 8.18 (d,
2H, acridina, J=8.8 Hz), 8.44 (d, 2H, acridina, J=8.4 Hz) . MS, m/z (ES+) 609.1856
[M+H]*.

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-morfolino-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-39)

C2sH23N303S. Rdt 41,83%. P.F. 243°C. CCD (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rt 0,43.
IR (KBr, cm) 1373, 1585, 1678, 1731. 'H NMR 400 MHz (8 ppm, DMSOQOds) 3.27 (t,
2H, morfolinil, J=5.2 Hz e J=4.4 Hz), 3.71 (t, 2H, morfolinil, J=5.2 Hz e J=4.4 Hz),
5.91 (s, 2H, CH2), 7.03 (d, 2H, benzilideno, J= 9.2 Hz), 7.44 (d, 2H, benzilideno,
J=9.2 Hz), 7.65-7.70 (m, 2H, acridina), 7.83-7.87 (m, 2H, acridina), 7.82 (s, 1H,
CH=), 8.18 (d, 2H, acridina, J=8.8 Hz), 8.47 (d, 2H, acridina, J=8.8 Hz) . MS, m/z
(ES+) 482.1512 [M+H]".

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-(piridin-2-il)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-40)




51

C29H19N302S. Rdt 55,63%. P.F. 269°C. CCD (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rt 0,26.
IR (KBr, cm™) 1377, 1467, 1680, 1748, 3418. 'H NMR 400 MHz (8 ppm, DMSOds)
5.94 (S, 2H, -CH2), 7.39 (dd, 1H, pirimidina, J= 4.8 Hz e J= 5.6 Hz), 7.70 (d, 1H,
pirimidina, J= 8.4 Hz), 7.84-7.93 (m, 5H, arométicos), 7.99 (s, 1H, CH=), 8.04 (d, 2H,
acridina, J=8.0 Hz), 8.19 (d, 2H, benzilideno, J=8.8 Hz), 8.23 (d, 2H, acridina, J=8.4
Hz), 8.47 (d, 2H, benzilideno, J=8.8 Hz), 8.69 (d, 1H, pirimidina, J= 4.4 Hz). MS, m/z
(ES+) 474.0589 [M+H]".

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-iImetileno)-tiazolidina-2,4-diona

(LPSF/AA-41)

C2sH16N204S. Rdt 70,29%. P.F. 252-253°C. CCD (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rs
0,46. IR (KBr, cm’) 1245, 1455, 1613, 1669, 3420. 'H NMR 400 MHz (& ppm,
DMSOds) 5.92 (s, 2H, CH2), 6.14 (s, 2H, benzodioxol), 6.94 (s, 2H, benzodioxol),
6.97 (d, 1H, benzodioxol, J=8.4 Hz), 7.04 (d, 1H, benzodioxol, J=8.4 Hz), 7.69 (t, 2H,
acridina, J=8.0 Hz e J=7.2 Hz), 7.78 (s, 1H, CH=), 7.86 (t, 2H, acridina, J=8.0 Hz e
J= 7.2 Hz), 8.18 (d, 2H, acridina, J=8.8 Hz), 8.44 (d, 2H, acridina, J=9.2 Hz) . MS,
m/z (ES+) 441.0281 [M+H]".

(2)-3-(acridin-9-ilmetil)-5-((2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-il)-metileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-48)
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C26H17Ns02S. Rdt 69,05%. P.F. 239-240°C. CCD (n-hexano:acetato de etila, 7:3) Rt
0,5. IR (KBr, cm) 1374, 1540, 1679, 1732. H NMR 400 MHz (8 ppm, DMSOds)
5.91 (s, 2H, CH), 7.38 (t, 1H, fenil, J=7.2 Hz e J=7.6 Hz), 7.53 (t, 2H, acridina, J=7.6
Hz e J=8.4 Hz), , 7.68 (t, 2H, acridina, J= 8.4 Hz e J= 7.2 Hz), 7.84-7.89 (m, 4H,
aromaticos), 8.09 (s, 1H, CH=), 8.19 (d, 2H, acridina, J=8.4 Hz), 8.46 (d, 2H, fenil,
J=8.8 Hz), 8.82 (s, 1H, triazol). MS, m/z (ES+) 463.0565 [M+H]".
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Parte Bioldgica
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5. Parte Biologica

5.1. Ensaio bioldgico utilizando o MTT

Diversos métodos colorimétricos e de fluorescéncia sédo utilizados para
estudos relacionados a morte celular. Por exemplo, é possivel detectar a quebra da
membrana plasmética pela avaliacdo de enzimas, normalmente do meio intracelular,
presentes em sobrenadante de cultura de células, como a lactato desidrogenase.
Inclusive a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial € amplamente considerada
um indicador do numero de células viaveis e é medida para avaliacdo de morte ou
proliferacao celular (LeBel, 1992).

Os protocolos mais comuns envolvem a permeabilidade de sais de tetrazdlio
através da membrana plasmatica. Estes sais sdo postos em contato com células
vivas e sao convertidos em produtos coloridos pelas mitocdndrias metabolicamente
ativas (de la Motte,2007; LeBel, 1992; Vitale, 2007).

O tetrazolio de primeira geracdo amplamente utilizado para pesquisa em
morte celular € o brometo de 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), ele
€ reduzido pelas desidrogenases mitocondriais a cristais de formazan insoltveis em
agua que se acumulam no citosol. Com ele é possivel a andlise simultanea de um
grande numero de espécimes, age rapidamente e nao requer o processamento
prévio de amostras, e € de facil uso dispensando a necessidade de equipamentos
de laboratério especializados (Galluzzi, 2009).

Entretanto, a conversdao do MTT pelas enzimas mitocondriais pode refletir
alterac6es metabdlicas que ndo sdo necessariamente relacionadas com o ndmero
de células viaveis. O consumo excessivo de meio e a alta densidade celular na
cultura, sdo situacdes comuns que resultam numa diminuicdo das funcbes das
mitocéndrias. Portanto, o uso desse método colorimétrico é indicado apenas nas
fases preliminares do estudo de morte celular. Neste tipo de estudo, inUmeros
parametros e condigbes devem ser avaliados e controlados, os ensaios devem
corroborar uns com os outros unindo um conjunto de dados para a confirmacéo da

citotoxicidade de algum espécime (Galluzzi, 2009).
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5.1. Materiais e métodos

Foram utilizadas células tumorais aderentes das linhagens T47D (céancer de
mama), NG97 (glioma humano) e HEPG2 (carcinoma hepético), também foram
utilizadas as linhagens de células ndo aderentes Jurkat, derivadas de linfécitos T de
leucemia, e a Raji, derivada de linfoma humano.

As células foram cultivadas em garrafas de cultura de células (75 cm?3,
correspondentes a 250 mL), mantidas em meio RPMI 1640 com vermelho de fenol
da Invitrogen. Para suplementacéo do meio de cultura foi usado Soro Bovino Fetal a
10%, os antibioticos penicilina, 100 U/mL, e estreptomicina, 100 ug/mL, e a solucao
tampao HEPES (&cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico), todos da
Invitrogen. Para coloracdo das células foram utilizados o corante azul de Trypan,
para realizacdo da contagem das células, e o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltriazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), todos da Invitrogen. Os testes realizados em placas de
cultura de 96 pocos da TPP e acompanhados por microscépio invertido da Leica.

Em placas de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de meio RPMI-1640,
suplementado com soro bovino fetal, contendo 10* células tumorais em cada pogo.
As placas foram incubadas em estufa de CO2 a 5 % e 37 °C por 24h para adaptagéo
das células a superficie dos pocos. ApGs este periodo de incubacédo, os derivados
foram adicionados as células nas concentra¢cfes de 250 uM, 100 uM, 50 uM, 10 uM
e 1 uM em triplicata em cada placa. As placas foram incubadas novamente em
estufa de CO2 por 72 horas. Apés esse tempo, 20 pL da solugcéo de brometo de 3-
(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) a 0,5 mg/mL foram adicionados a
cada poco. As placas foram incubadas por mais 3 horas para ocorrer a reagcao do
MTT com as células e formar os cristais insoliveis de Formazan. Decorridas 3
horas, foram retirados 100 pL de sobrenadante de cada poco e descartados e,
posteriormente, foram adicionados 130 pL da solucdo de lauril sulfato de sodio, para
a dissolucdo dos cristais formados. Passadas 24 horas foi possivel a leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro de placa a 570nm.

Com os valores de absorbancia obtidos pela leitura, foi possivel obter a
porcentagem de viabilidade celular (quantidade de células vivas) resultante do
tratamento com cada composto testado em suas devidas concentracoes.

Foi possivel avaliar a atividade dos compostos mediante o percentual de

inibicdo do crescimento celular (%IC), obtido pela absorbéncia do controle com o
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veiculo DMSO (Acn) e absorbancia das células tratadas com os compostos (Acr), de

acordo com a formula abaixo:

%Cl =100 x (1 - ct/Acn)

Foram avaliados quanto a citotoxicidade os seguintes compostos: LPSF/AA-
29, LPSF/AA-35, LPSF/AA-36, LPSF/AA-39, LPSF/AA-40 e LPSF/AA-41. Todos
foram dissolvidos em DMSO (Sigma Chemical) a 20 mg/ml e armazenados na
concentragdo estoque de 10 mM e 50 mM. Para os testes, foram realizadas
diluicdes diretamente no meio de cultura e preparadas as doses de 100 uM, 50 uM,
25 uM, 10 pM, 5 uM e 1 uM. Para controle positivo do experimento, foi utilizada a
amsacrina nas mesmas doses. A concentracao final de DMSO, em todos os testes
incluindo os controles, foi de 0,1%.

5.2. Resultados e Discussao

Os resultados iniciais da atividade citotoxica das amostras estdo
representados pela percentagem de viabilidade celular. Os dados foram analisados
a partir da média de 3 experimentos independentes. Os graficos seguintes mostram
os resultados obtidos com todos os compostos testados em cada linhagem celular

utilizada.



Figura 8 — Viabilidade celular (%) da linhagem T47D em funcédo das doses testadas.
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Amsacrina (AMSA) foi utilizada como controle dos experimentos.

Figura 9- Viabilidade celular (%) da linhagem HEPG2 em fungéo das doses testadas.
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Amsacrina (AMSA) foi utilizada como controle dos experimentos.



Figura 10- Viabilidade celular (%) da linhagem NG97 em funcdo das doses testadas.
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Amsacrina (AMSA) foi utilizada como controle dos experimentos.

Figura 11- Viabilidade celular (%) da linhagem Jurkat em funcéo das doses testadas.
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Figura 12- Viabilidade celular (%) da linhagem Raji em funcdo das doses testadas.
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As tabelas abaixo mostram os valores de ICso (concentracdo inibitéria de
50%) que representam a concentracdo do composto testado capaz de inibir 50%
das células tumorais. Os calculos foram realizados por regressdo nao-linear através
do programa GraphPad Prism.

Tabela 3 - Valores de ICso calculados para os compostos testados frente as linhagens T47D,
HEPG97 e NG97.

Compostos ICso (Mg/mL)

T47D HEPG2 NG97
LPSF/AA-29 31,30 68,03 39,59
LPSF/AA-35 92,31 48,63 79,31
LPSF/AA-36 73,14 46,95 81,34
LPSF/AA-39 87,49 55,04 74,02
LPSF/AA-40 86,42 87,67 80,13

LPSF/AA-41 51,13 97,11 83,19
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Tabela 4 - Valores de ICso calculados para os compostos testados frente as linhagens Raji e Jurkat.

Compostos ICs0 (ug/mL)
RAJI JURKAT

LPSF/AA-35 80,33041 76,66
LPSF/AA-36 68, 31595 86,79
LPSF/AA-39 71, 06257 78,18
LPSF/AA-40 86,40251 82,24
LPSF/AA-41 82,31334 71,40
LPSF/AA-48 71, 41344 68,26
LPSF/AA-38 74,46906 78,04

Podemos observar que o substituinte 5-bromo-1H-indol do composto
LPSF/AA-29 contribuiu positivamente para a atividade in vitro quando comparado
aos demais derivados acridinicos para as linhagens T47D, HEPG2 e NG97, dado
confirmado com o valor de ICso que foi o melhor para estas linhagens. Para a
linhagem T47D, obteve melhor resultado do que o controle (AMSA), na dose de
S0uM.

Também foi possivel observar que o substituinte triazol presente no composto
LPSF/AA-48 possibilitou uma maior toxicidade frente as linhagens Raji e Jurkat,
principalmente na dose de 100 puM.

Os derivados tiazacridinicos tém-se demonstrado moléculas promissoras com
atividade antitumoral, como relatado recentemente por trabalhos do grupo
(BARROS et al, 2012; PITTA et al., 2012; PIGATTO et al., 2011; PIGATTO et al,
2012). Os resultados desse trabalho podem estar relacionados a varios fatores
como parametros eletrbnicos e estéricos, conformacao assumida pela molécula no
seu sitio de acdo, e até mesmo a solubilidade do composto. Sendo esta Ultima uma
dificuldade encontrada durante a realizagdo dos experimentos e que € limitante para

a acédo biologica dos compostos.
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6. Conclusao

Foram sintetizados 8 novos derivados tiazacridinicos substituidos:
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-tiazolidana-2,4-diona
(LPSF/AA-29);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(3,4-bis-(benziléxi)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-35);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-(piperidin-1-il)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-36);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(5-(4-(pirrolidin-1-il)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-38);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-morfolino-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-39);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(4-(piridin-2-il)-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-40);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF/AA-41);
3-(acridin-9-ilmetil)-5-((2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-il)-metileno)-tiazolidina-2,4-
diona (LPSF/AA-48).

Todos 0s compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas definidas e
0s que apresentaram melhores rendimentos foram o LPSF/AA-41 e o LPSF/AA-48
com valores de 70,29 % e 69,05 %, respectivamente.

Dentre os derivados obtidos, seis foram avaliados quanto ao potencial
citotoxico frente as linhagem de células tumorais T47D, HEPG2 e NG97; e sete,
foram avaliados frente as linhagens Raji e Jurkat.

O composto LPSF/AA-29 se destacou por apresentar menores valores de
viabilidade celular para as linhagens T47D, HEPG2 e NG97 de células testadas,
chamando atencéao para a dose de 50 uM que foi a melhor das linhagens T47D e
NG97.

O composto LPSF/AA-48 apresentou melhores resultados para as linhagens
Raji e Jurkat na dose de 100uM.
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Perspectivas
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7. Perspectivas

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos derivados tiazacridinicos em outras

linhagens de células tumorais humanas;

Avaliar luminescéncia dos compostos produzidos, determinando o0s
comprimentos de onda de emisséo e excitacdo além do rendimento quantico dos

compostos;

Verificar as propriedades de ligacdo ao DNA através de ensaio in vitro de

ligacdo por determinacéo fotoluminescente.
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