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RESUMO

Responsavel por atingir, uma grande parcela da populacdo mundial, a malaria, constitui um
dos grandes desafios da satde no século XXI. A resisténcia e toxicidade dos quimioterapicos
englobam os principais motivos para a busca de novos antimalaricos. Logo, o presente traba-
Iho tem como objetivo a sintese, caracterizacao, elucidacdo estrutural e avaliacdo antimalérica
para derivados N-acilidrazonicos-acridinicos. As sinteses das novas moléculas deram-se de
modo linear, onde se obteve a molécula ACS-AZ, a partir da acridina comercial (6,9 dicloro-
2-metoxi-acridina) e a 2-cianocetohidrazina em meio etandlico. A segunda etapa da sintese
empenhou-se na obten¢do dos derivados por meio do ACS-AZ e quantidades equimolares de
diferentes aldeidos substituidos em meio basico e etanol e uma cetona ciclica, também em
meio basico e tolueno. Apoés a finalizacdo das reacdes as 7 novas moléculas, realizou-se a
caracterizacéo fisico-quimica e elucidacéo estrutural (RMN'H, *C, IV e espectrometria de
massa) para algumas moléculas seguido de avaliacdo biolégica (ICsy para cepas W2 de P.
falcilparum teste de toxicidade para HepG2 e ensaio de hemolise). Os novos derivados apre-
sentaram rendimento entre 39% a 89,74%, pontos de fusdo entre 208°C e 283 C. Os valores
de elucidacdo estrutural mostraram-se compativeis com as moléculas propostas apresentando
d em 7,22-8,77 ppm (hidrogénios do anel aromatico); 4.11pmm (s, 2H, CH;) e 8.71pmm (s,
1H,C=CH). Para o teste bioldgico de ICsg, a molécula ACS-AZ 01 (0.9+0.8uM) possui me-
Ihor atividade antimalarica, baixa toxicidade e alto nivel de seletividade (1S=90). Ja as molé-
culas ACS-AZ 04 e ACS-AZ 05 que apresentaram ICsg igual a 3.2+0.2uM e 2.4+1.1uM, res-
pectivamente, mostram menor toxicidade (HepG2>200) e 1S>62. Comparando o0 ACS-AZ 01
com a droga comercial amsacrina (ICso W2 0.8+0.1uM; HepG2 5.2 £0.6uM e IS 7), notou-se
que o valor de ACS- AZ 01 para cepas W2 possui diferenca pouco significativa. Todavia para
HepG2 e IS 0 ACS-AZ 01 possui resultados superiores. Em compara¢do com a primaquina
(ICs0 W2 1.7+0.1uM; HepG2 5.2+0.6 uM e IS 49) o ACS-AZ 01 apresentou melhor atividade
antimalarica, menor toxicidade e maior IS que essa droga comercial. Os resultados, demostra-
ram que a presenca de substituintes fixos modula a atividade bioldgica do scaffold de acridina.
Quanto ao teste de hemolise observou-se que nenhuma molécula causou lise significativas

estando todas com o valor abaixo de 20%.

PALAVRAS-CHAVES: Maléria, Doencas Negligenciadas, Atividade antimalarica, 9-

aminoacridina.



ABSTRACT

Responsible for reaching a large portion of the world population, malaria is one of the major
health challenges in the twenty-first century. The Resistance and toxicity of chemotherapy
drugs include the main reasons for the search for new antimalarial. Therefore, this study aims
is to the synthesis, characterization, structural elucidation and antimalarial evaluation for N-
acylhydrazone-acridine derivatives. The synthesis of new molecules has occurred in a linear
pathway, which was obtained ACS-AZ molecule from commercial acridine (6,9-dichloro-2-
methoxy-acridine) and 2-cyanoacetohydrazide in ethanol. The second step of the synthesis
consisted in obtaining the derivatives by ACS-AZ and equimolar amounts of different substi-
tuted aldehydes in basic medium ethanol. Already with the cyclic ketone, was in basic medi-
um and toluene. After completion of the reactions all, 7 new molecules were sent to physico-
chemical characterization and some for structural elucidation (H"NMR, *C-NMR, IR (cm™)
and mass spectrometry) followed by biological evaluation (ICso for P. W2 strains falcilparum,
toxicity and hemolysis assay HepG2). The new derivatives showed yield values between 39%
to 89,74%, melting points between 208°C and 283°C. The structural elucidation were con-
sistent with the proposed molecules having values & in 7.22 to 8.77 ppm (hydrogens of the
aromatic ring); 4.11pmm (s, 2H, CH,) and 8.71pmm (s, 1 H, C=CH). For the ICs; bioassay,
ACS-AZ 01 molecule (0.9£0.8uM) has better antimalarial activity, low toxicity and high se-
lectivity (1S=90). The ACS-AZ 04 and AZ-ACS 05 molecules showed ICs, equal to
3.2+0.2uM and 2.4+1.1uM respectively showed less toxicity (HepG2> 200) and IS> 62.
Comparing the ACS-AZ01 with commercial drug amsacrine (ICso W2 0.8+0.1uM; HepG2
5.2+0.6uM and IS 7), it is noted that the ACS-AZ 01 values for W2 strains has little signifi-
cant difference. However for HepG2 and IS ACS-AZ01 has superior results. As compared
primaquine (W2 1Cso 1.7£0.1uM; HepG2 5.24£0.6uM and IS 49) with ACS AZ-01 showed
better antimalarial activity, lower toxicity and higher IS that commercial drug. The results
showed that the presence of fixed substituents modulate the biological activity of the scaffold
acridine. In hemolysis test it was observed that no molecule was capable of causing lysis
greater than 20 % of erythrocytes.

KEY WORDS: Malaria, Neglected Diseases, antimalarial activity, 9-amino acridine.
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1.INTRODUCAO

Condicoes de salubridade e baixos indices de desenvolvimento permeiam a realidade
de quase 1,5 bilhGes de pessoas ao redor do mundo. Ligado a essas condicdes e diante da vul-
nerabilidade dessas populagdes, as conhecidas Doengas Negligenciadas (DNs) séo recorrentes
e registram um histérico de mortes e morbidez nesses locais.

As DNs sdo grupo de infecgdes parasitarias que prevalecem em populacdes subdesen-
volvidas e ocasionalmente esquecidas pela industria farmacéutica (QUANSAH; SARPONG;
KARIKARI, 2016). Dentre tantas DNs, uma em especial que persiste na contemporaneidade €
a maléria. Essa doenca provocada por um protista com mais 150 espécies do género Plasmo-
dium sp, pertencente ao filo Apicomplexa, e é transmitida aos humanos por meio da fémea do
mosquito Anopholes (NEVES et al., 2005).

Apesar de ser uma doenga relativamente antiga o nimero de casos clinicos ainda séo
alarmantes, atingindo aproximadamente 214 milhdes de pessoas ao redor do mundo (WHO,
2015), principalmente em localidades como Africa do Sul, india, Asia, América Central e
Brasil.

O tratamento para essa enfermidade consiste na utilizacdo de uma gama de quimiote-
rapicos baseados em nucleo quinolinicos e nas classes terapéuticas da artemisina, antifolatos e
antovaques, de tal modo que essas podem ser expressas juntas (combinagdo de duas drogas)
ou separadas.

Apesar da perspectiva do tratamento as altas doses em conjunto com o tratamento pro-
logando se constituem extremamente toxicos e muitas vezes de baixa aderéncia pelo paciente,
provocando efeitos colaterais como anemia, problemas cardiovasculares, gastrointestinais
dermatite, etc., (LEBRUN-VIGNES, 1999). Aliada a toxicidade, a resisténcia desse parasita a
diferentes farmacos vem tornando o tratamento desafiador para autoridades da saide e um
dilema para os médicos (NEVES et al., 2005).

Diante dessas variaveis Abdonl et al. (2001), destacam o crescente interesse na busca
de esquemas terapéuticos que mesmo em tempo reduzido, proporcione ao paciente maior ade-
sdo ao tratamento e, a0 mesmo tempo, eficacia e tolerdncia, minimizando efeitos colaterais e
reduzindo custos.

Nesse contexto encontra-se a quimica medicinal e suas ferramentas para a busca de
novos farmacos com amplo e eficaz potencial bioldgico, dentro as quais as chamadas “estru-

turas privilegiadas” e os bioisosteros se destacam pela sua flexibilidade e diversidade molecu-
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lar. Dentro dessa proposta, compostos heterociclico como os anéis acridinicos e seus deriva-
dos aparentam ser de grande ajuda e interesse para a industria farmacéutica.

Conhecidos por um sistema policiclico planar com dois aromaticos ligados a um anel
piridinico central e com grupos substituintes ou ndo, o nucleo acridinico possui uma gama de
atividades bioldgicas descritas na literatura tais como: antitumoral, antiprion, antialzheimer,
antileishimania, antitripanossomal (KUMAR et al., 2009; WAINWRIGHT., 2001; SONDHI
etal., 2010; THI et al., 2008) e também antimalarica (GUETZOYAN et al., 2009).

Essa estrutura possui seu efeito bioldgico explicado por meio de intercalacdo de DNA,
inibicdo da topoisomerasse 11 e em alguns casos responsavel pela inibicdo do citocromo bcl
em parasitas (GUETZOYAN et al., 2007).

Sendo assim, com todas as informacdes dadas e a partir das ferramentas disponibiliza-
das pela quimica medicinal, o presente trabalho apresenta a sintese de nudcleo acridinico, como
estrutura privilegiada, acoplado a por¢des N-acilidrazénicos, conjuntamente com a avaliagdo
bioldgica in vitro para potencial antimalérico, com o objetivo de buscar futuros fa&rmacos que

proporcionem menores custos, maior eficacia e menor toxicidade para os pacientes.
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2. OBJETIVO GERAL

Sintetizar, determinar as propriedades fisico-quimicas, caracterizar estruturalmente e
avaliar a atividade antimalarica frente a cepas resistentes de novos derivados N-

acilidrazdnicos acridinicos, que possam ser utilizados como possiveis candidatos a farmacos.

2.1 Objetivos especificos

o Sintetizar, determinar as propriedades fisico-quimicas dos novos deri-
vados;

o Elucidar as estruturas dos novos derivados N-acilidrazonicos-
acridinicos através de técnicas espectroscopicas e espectrométricas;

o Avaliar a atividade antimalérica dos novos compostos frente a cepa re-

sistente W2 de P.Falciparum;

. Determinar os valores de ICsp;
o Determinar a toxicidade em células HepG2;
. Determinar a toxicidade hemolitica em eritrocitos humanos nédo infecta-

dos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Doencas Negligenciadas: Maléaria

As doengas negligenciadas (DN) sdo um conjunto de doencas infecciosas parasitérias
ligadas a fatores de pobreza e subdesenvolvimento das populagGes atingidas. Além das condi-
¢des nas quais elas se manifestam as DNs despertam pouco interesse em pesquisas e desen-
volvimento de farmacos para as indudstrias farmacéuticas, devido ao retorno econémico pouco
significativo (WERNECK et al., 2011).

Para Cohen et al. (2016) e Welburn et al. (2015) as principais DN s&o: doenca de Cha-
gas, doenca do sono, leishmaniose visceral (LV), a filariose linfatica, dengue, esquistossomo-
se e por ultimo, e uma das mais importantes a malaria.

Conhecida como malieta, febre quartd ou tercd, a malaria, em 2015, atingiu 214 mi-
IhGes de pessoas ao redor o mundo e levou 438.000 a dbito (WHO, 2015). Como afirma Oli-
veira-Ferreira et al. (2010) a malaria € a principal responsavel pelas altas taxas de morbidade
e mortalidade no mundo, e até os dias atuais continua sendo um dos principais problemas de
salde publica. Essa infeccdo atinge principalmente os continentes Asiatico, Americano e
Africano, sendo o ultimo o mais atingido por esse protozoario.

No Brasil, existe ocorréncia de quase 143.000 casos registrados, sendo as regides co-
mo Amazonas, Para, Maranhdo e Mato Grosso as mais atingidas totalizando quase 99% dos
casos existentes (MINISTERIOS DA SAUDE, 2016), sendo a transmiss&o dessa doenca nes-
ses estados dependentes de fatores econdmicos, ambientais e socioculturais (SANTOS et al.,
2012).

A malaria, cujos agentes etiologicos sdo protozoarios do género Plasmodium, infectam
mamiferos, répteis e aves, entretanto; somente 4 espécies sdo responsaveis por causar danos a
satde humana sendo estes: Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax e
Plasmidium falciparum (FRANCA et al., 2008), sendo a Ultima responsavel pela maioria das
mortes. Todos esses géneros de Plasmodium sp tem como principal via de transmissdo a fé-
mea do mosquito Anopheles, que inocula o hospedeiro através da picada. Contudo, como des-
taca Neves (2005), outras vias como transfusdo de sangue, seringas compartilhadas, acidentes
laboratoriais e até infecgdo congénita servem como meios de propagacéo do esporozoito.

O Plasmodium sp possui um ciclo de vida complexo que necessita de um vertebrado

intermediarios, para o sua fase assexuada; e um inseto vetor, onde realiza a etapa sexuada.
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Durante esse processo sdo observadas quatro formas principais: esporozéito, trofozéito, me-

rozoito, gametdcito, oocinetos e oocistos (figura 1). (MEZA, 2004).

Figura 1: Ciclo de vida das espécies causadoras de malaria em humanos. Os esporozditos injetados (1) se
encaminham até os hepatécitos (2) e se diferenciam em trofozéitos dando inicio a fase pré-eritrocitaria (3). Apos
a reproducdo assexuada do tipo esquizogonica, os trofozoitos se desenvolvem em esquizontes, com aproxima-
damente 16 merozoitos (4) que infestardo os eritrdcitos (5), originando o ciclo eritrocitario que ira ocorrer suces-
sivas vezes (6,7, 8, 9) gerando novos merozoitos. Apds ciclos sucessivos de propagacdo uma pequena porgao
desses merozoitos ndo mais se divide transformando-se em gametdcitos (10 e 11) que depois de serem ingeridos
pelo mosquito transforma-se, por meio da gametogénese; em macrogameta (gametdcito feminino) e micro (ga-
metdcito masculino) (12). Apds a fecundagdo dos microgametas ocorre a formagdo do zigoto (13). O zigoto
passa a se movimentar por meio de contragdes recebendo o nome de oocineto (14). Este se aloja na parede do
intestino médio formando oocisto (15), que mais tarde inicia o processo de divisdo esporogdnica (16). Apés o

intervalo de 9 a 14 dias os oocistos se rompem liberando esporocistos (17), que por meio da hemolinfa alcangam

os ductos das glandulas salivares do mosquito, reiniciando assim o ciclo. (Adaptado de HULL; DLAMINI,

2014)

A infecgdo causada pelo Plasmodium sp em humanos tende a desencadear sintomas
caracteristicos como: dores de cabeca, febres intervalares que duram de 3 a 4 horas, calafrios
e mal estar. Ap0s a crise, conhecida como fase aguda, o paciente podera se recuperar esponta-
neamente. No entanto, ap6s 2 a 4 dias os quadros sintomaticos se repetem como maior inten-
sidade sendo necessario a intervengdo médica para melhora do paciente (CAMARGO, 2003).

Quando néo tratada adequadamente, a doenca pode evoluir apresentando quadros cli-

nicos de maior gravidade sendo esta fase conhecida por malaria grave ou complicada. Os
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principais sintomas observados em pacientes com malaria grave sdo: dano cerebral, anemia,
ictericia, inchago do bago, problemas renais e em casos extremos, a morte (HOFFMAN et al.,
2006; FRANCA et al., 2008).

As principais medidas de prevencao contra malaria ainda consiste em vacinacao (apli-
cada antes dos trés meses a visita da &rea endémica) e combate ao vetor por meio de telas e
inseticidas. Além disso, a quimioprofilaxia e os tratamentos dos doentes também sédo utiliza-
dos para o combate dessa doenca evitando, em alguns casos, o endemismo (FERNANDO et
al., 2011). Entretanto a resistividade desse agente etioldgico aos quimioterapicos e sua com-
plexidade estimula e enfatiza ainda mais a importancia na busca de novas formas de tratamen-
to, a fim de se evitar a mortalidade a morbilidade e manter o controle e a transmisséo do

Mesmo para outras pessoas.

3.2 Quimioterapia Antimalarica

A quimioterapia pode ser definida como o método que utiliza compostos quimicos,
chamados de quimioterapicos; no tratamento de doencas causadas por agentes biologicos.
Relacionados quase sempre ao tratamento de células cancerigenas, 0s quimioterapicos séo
usados também de forma mais abrangente para o tratamento de outros tipos de patologia tais
como a maldria.

Os farmacos antimalaricos sdo provenientes de produtos naturais ou dos compostos
sintéticos obtidos na década de 40. Esses farmacos podem agir em determinado ponto da via
metabdlica do protista e interferindo consequentemente em algum estagio de vida desse, sen-
do a fase da esquizogbnia sanguinea (responsavel pela patogenia) e dos gametocitos as mais
visadas para o tratamento (NEVES et al., 2005).

Os principais farmacos antimalaricos possuem sua acdo voltada para pontos metaboli-
cos esséncias da glicose ou da habilidade de digerir hemoglobina. Dentre esses se se encon-
tram os derivados da chinchona tais como a familia quinolinica que incluem as 4-
aminoquinolinas, 8-aminoquinolinas e alcoois quinolinicos. Os registros de uso desses com-
ponentes ultrapassam 400 anos, nos quais quininas (figura 2a), cloroquinas (figura 2b) e me-
floquinas (figura 2c) integram o conjunto das drogas mais utilizadas até hoje para o tratamen-

to malarico.
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Figura 2: Estrutura dos antimalaricos: quinina (a), cloroquina (b) e mefloquina (C)

Outra classe que merece aten¢do por seu uso como quimioterapico antimalarico é a ar-
temisina (figura 3) e seus derivados. Extraidos da erva medicinal chinesa Artemisia anua, a
artemisina é usada desde 340. a.C como potente antimalarico (FU et al, 2016). Atualmente
esse farmaco € considerado de suma importancia para o tratamento contra malaria devido a
sua alta eficécia e baixa toxicidade.

A sua estrutura quimica se trata de uma lactona sesquiterpenica de alta estabilidade
térmica, tendo o peréxido como ponte de ligacdo. O grupo endoperoxido da artemisina junto
com o carbono 15 da sesquiterpenlactona tem sido o principal responsavel pela acdo antimaléa-
rica da substancia (HA et al., 2016). A acdo desse medicamento pode se da a partir de estresse
oxidativo produzido através da quebra do endoperoxido desse composto (KRUNGKRAI,
KRUNGKRAL, 2016)

Figura 3: estrutura quimica da artemisina
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Os antifolatos também s&o considerados para o tratamento dessa doenca. Esses atu-
am como antagonistas do folato funcionando como esquizénticidas no sangue. Os antifolatos
sdo divididos em dois grupos de acordo com a sua acao: antifolatos | que séo representados
pelas sulfonamidas (figura 4a) e agem como competidores do (PABA), e consequentemente
interferem na formacdo do DNA (SHARMA; ANAND, 1997); e antifolatos 1l que séo anta-
gonistas dos folatos e se ligam preferencialmente a enzima DHRF-TS (di-hidrofolato- redu-
tase-timidilato-sintetase) (SEVERINI; MENEGON, 2015), no qual essa ligacdo impede a
formacéo de aminoacidos e acidos nucléicos do parasita e possuem como principais exemplos
pirimetamina (figura 4b) e a trimitropina (BIAGINI et al., 2003). Apesar do seu uso, 0s anti-
folatos e seus derivados apresentam pouca tolerancia oral, além de j& possuir ineficécia contra
cepas resistentes de malaria; (FRANCA et al., 2008).
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Figura 4: Estrutura quimica da sulfadoxine (a) e pirimetamina (b)

Outra classe de quimioterapicos que merece destaque € a hidroxi-naftoquinona conhe-
cida por antovaques. Usadas ndo apenas para tratamento, mas também para prevencgdo contra
maléria em algumas localidades com resisténcia a cloroquina (MUSTAFA; AGRAWAL,
2008), a antovaquone (figura 5) é um analogo lipofilico da ubiquinona e um importante com-
ponente para o sistema de transferéncia de elétrons na mitocondria, logo a sua acdo constite
em inibir o complexo Il (citocromo bcl) da cadeia transportadora de elétrons do hospedeiro
(SUSWAM et al., 2001). Apesar do seu uso, esse composto possui uma baixa biodisponibili-
dade o que dificulta a sua eficacia, sendo ela muitas vezes utilizada com outras drogas tais
como proguanil (CALDERON et al., 2013).
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Figura 5: estrutura do antovaquone
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Mesmo com o uso dessas drogas, a problemética da quimioterapia antimalérica vai a-
Iém da quantidade de medicamentos utilizados para o tratamento. Um dos fantasmas que vem
assolando essa area se trata da alta frequéncia de resisténcia do hospedeiro as drogas utiliza-
das.

A resisténcia de um parasita pode ser definida como a habilidade de um organismo re-
sistir e se multiplicar mesmo a exposicao de doses considerdveis da droga usada no tratamen-
to (ORJUELA et al., 2004).

Indicios demonstram que o inicio da resisténcia aos antimalaricos decorre do final dos
anos 50, no sudoeste asiatico e na América do Sul (FRANCA et al., 2008). Para Noronha et
al. (2000), os motivos da resisténcia sdo decorrentes das pressoes seletivas ocasionadas pelos
farmacos dentro do hospedeiro, fatores ligados ao parasita, ao hospedeiro, condi¢des socioe-
condmicas e uso abusivo dos medicamentos

Atualmente, registram-se casos de resisténcia para quase todos os antimalaricos como
cloroquina, merfloquina, 4-aminoquinolinico, antifolatos, dentre outros. N&o obstante, a arte-
misina, conhecida por sua alta eficacia, também vem apresentado casos isolados de resisténcia
para P. falciparum ao Sul da Asia (BOZDECH et al., 2014).

Outra realidade que complica ainda mais a quimioterapia antimalarica é toxicidade. A
maioria das drogas voltadas para malaria tende a ser mais tdxicas que os antibi6ticos, nos
quais os principais medicamentos com maior toxicidade sdo os derivados da cloroquina
(AVINA-ZUBIETA; ESDAILE, 2013). As altas doses e muitas vezes o tratamento prolonga-
dos, tendem a desenvolver reacdes adversas tais como: complicacdes gastrointestinais, cardi-
ovasculares, oculares, epiteliais e neuroldgicas levando a uma dificuldade ainda maior do tra-

tamento para o paciente.

3.3 Necessidade de Novas Drogas e Planejamentos de Farmacos

Conhecida por sua abrangéncia, a quimica medicinal, segundo Wermuth (2008), con-
cerne na descoberta, desenvolvimento, identificacdo e interpretagdo do modo de acéo bioldgi-
co de compostos a nivel molecular. Dentro dessa, a area de planejamento de farmacos merece
destaque devido ao incremento continuo de novos compostos medicinais de origem sintética.

A obtencdo de uma nova droga na quimica medicinal envolve trés grandes fases: des-
coberta, otimizacdo e desenvolvimento do prototipo. A fase da descoberta caracteriza-se pela

eleicdo do alvo bioldgico, utilizacdo de estratégias de modificacdo molecular tais como; bio-
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siosterismo, hibridizagdo molecular e homologagéo, e ainda determinacéo da atividade farma-
coldgica do ligante (LIMA, 2007).

Mesmo quando nao conhecida a estrutura do alvo terapéutico o planejamento pode ser
conduzido a partir da estrutura quimica do substrato natural, empregando as mesmas estraté-
gias de modificacdo de alvos terapéuticos conhecidos (BARREIRO, 2009).

Uma das estratégias recentemente utilizadas na etapa da descoberta consiste na modi-
ficacdo das chamadas “estruturas privilegiadas” sendo essa uma abordagem frutifera e menos
dispendiosa na obtencéo de novas drogas (LIU et al., 2006).

Citadas pela primeira vez por Evans em 1988, a estruturas privilegiadas séo definidas
como fragmentos moleculares simples que possuem pontos ligantes para mais de um tipo de
biorreceptor (BARREIRO, 2009). Essas estruturas tém caracteristicas que tornam a sua inte-
racdo com macromoléculas mais facil e eficiente, no qual o sucesso da abordagem depende da
escolha do scaffold inicial (MICCO et al., 2016)

Apesar da aparente facilidade, a identificacdo de uma estrutura privilegiada ndo pode
esta relacionada apenas a sua frequéncia de apari¢cdo em certas subunidades de moléculas bio-
ativas, pois para comprovacdo da sua farmacodinamica necessita-se de estudos criteriosos que
confirmem a importancia da interagdo farmaco-receptor (SILVA, 2013).

Na industria farmacéutica atual, um dos principais compostos utilizados como estrutu-
ra privilegiada é o benzodiazepino (BZD), o qual possui scaffold para medicamentos convul-
sivantes, ansioliticos e sedativos (SMITH et al., 2014).

Uma segunda técnica utilizada para o planejamento que merece destaque é bioisoste-
rismo. O conceito de bioisosterismo refere-se a compostos ou subunidades estruturais de
compostos bioativos que apresentam volume molecular, formas, distribuicdo eletrdnica e pro-
priedades fisico-quimicas semelhantes, assim como suas caracteristicas bioldgicas (BARREI-
RO; FRAGA, 2015).

Ainda de acordo com os autores, o bioisoisterimo pode ser subdividido em bioisoste-
ros classicos e ndo-classicos. Os bioisosteros classicos se utilizam de grupos ou atomo mono-
valentes, divalentes e trivalentes; valéncia dos atomos; grupamentos, radicais e equivaléncia
dos anéis aromaticos. As demais possibilidades e estruturas equivalentes tais como estruturas
ciclicas, ndo ciclicas e grupos funcionais se encaixam na néao classica (LIMA; BARREIRO,
2005), sendo esta a mais utilizada em estratégias de bioisosterismo.

Além do uso de pardmetros tais como quimicos e conformacionais para a substitui¢éo
biostérica se deve avaliar rigorosamente: 1) tamanho, volume e distribuicdo eletronica dos

atomos; 2) grau de lipofilia (Log P) e solubilidade (pKa); 3) Reatividade dos grupos funcio-
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nais ou subunidade estruturais do bioisostero; 4) fatores de conformacgdo (LIMA; BARREI-
RO, 2005).

A segunda etapa do desenvolvimento de uma droga, otimizacédo, lida com a melhoria
de um composto ativo. O processo de otimizagdo ocorre principalmente com o objetivo de
aumentar a poténcia, a seletividade e diminuir a toxicidade. Essa etapa procura estabelecer as
relagOes estrutura-atividade, de preferéncia com base na compreensdo do modo de a¢cdo mole-
cular (WERMUTH, 2008). Uma das metodologias bastante utilizada para essa etapa € o es-
quema de Topliss.

Conhecido por um esquema operacional para o planejamento de analogos
(SANT’ANNA, 2002) a arvore de Topllis pode ser utilizado para substituinte de um carbono
aromatico ou alifatico usando grupos substituintes fixos.

Essa abordagem é subdivida em dois métodos para correlacionar quantitativamente a
estrutura quimica com a atividade bioldgica: o primeiro chamado de Método da Arvore de
Deciséo (figura 6) consiste em um modelo realizado em etapas, em que mudangas nas propri-
edades fisico-quimicas interferem na atividade bioldgica; o segundo chamado de “Método
Manual” que ¢ um modelo ndo estatistico, permite predizer quais grupos substituintes podem

aumentar significativamente sua atividade biologica (TOPLISS, 1977).
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Figura 6: Esquema de otimizacao de estrutura da Arvore de Decis&o de Topliss

O método manual de Topliss manifesta-se de forma continua em que se avalia o efeito
do composto original (lider) frente aos substituintes orientados pelo esquema. A eficacia da
acao de cada derivado pode ser classificada em: igual (E), maior (M) ou menor (L) ao substi-

tuinte antecessor (figura 6). Esta comparacdo possibilita ao quimico medicinal melhor enten-
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dimento de forma simples dos efeitos eletrdnicos e lipofilicos, maximizando as chances de
obtengdo de compostos mais ativos (JORGE et al., 2011) tornado essa metodologia bastante
atraente para sua utilizagéo.

Por fim a etapa de desenvolvimento, cuja finalidade é a continuacdo da melhoria das
propriedades farmacocinéticas, consiste no-ajuste das propriedades farmacéuticas de substan-
cias ativas para torna-los adequados para o uso clinico podendo ser realizada preparagdo para
melhor absor¢do dos compostos, liberagdo continua do farmaco, formulacGes de derivados
solGveis em &gua ou técnicas que permitam a aderéncia do paciente (irritacdo, injecdo doloro-
sa, indesejavel propriedades organolépticas) (WERMUTH, 2008).

Mesmo com as estratégias para obtencdo de novos farmacos, o mercado farmacéutico
convive com a grande lacuna entre grandes gastos em pesquisa e poucos resultados lucrativos.
Dos 30.0000 farmacos testados chegam as prateleiras apenas 0,003% (CALIXTO; SIQUEI-
RA, 2008) estando os restantes barrados durante as outras etapas de seguranca.

A dificuldade se aprofunda quando se trata das doencas negligenciadas, que possuem
investimentos insatisfatorios na busca de novos medicamentos (VI

DOTTI; CASTRO, 2009). No qual, o mercado ndo possui forca o suficiente para ga-
rantir o desenvolvimento de remédios para as populacfes pobres, dando assim mais énfase
para medicamento de carater “lifestyle”” ou doencas de paises desenvolvidos.

Aliada a esses fatores, a alta toxicidade dos quimioterapicos, o alto custo, a baixa efi-
cacia junto com os mecanismos de resisténcia dos alvos bioldgicos enfatiza ainda mais a ne-
cessidade para a elaboracdo de novas drogas terapéuticas que sejam mais eficazes na resposta
terapéutica e de facil acesso para a populacéo.

Diante do exposto é de grande importancia entender os procedimentos para a producao
de novos farmacos e suas caracteristicas inerentes; para que entdo seja possivel viabilizar ain-
da mais a producdo de novos medicamentos de perfil mais eficaz, seguro e mais barato para o

tratamento da populacdo em geral.

3.4 Quimica e Atividade Antimalarica dos Derivados Acridinicos

Utilizada desde Primeira Guerra Mundial como bactericida, o ndcleo acridinico vém
atraindo as atencOes de diversas areas como a quimica medicinal. Contida em vérias fontes
naturais, tais como plantas da familia Rutaceae, e varios organismos marinhos (CAO et al.,
2013; CHOLEWINSKIET et al., 2011) esse composto possui ampla atividade antitumoral
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(ROWE et al., 1986), antiparasitaria (KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012) antituberculose
(ALY; ABADI, 2004), anti-HIV (GUENDEL, 2009) e.antiprion (THI et al., 2008)

Esse cromdforo (figura 7) caracterizado por possuir um sistema policiclico planar com
dois aromaticos ligados a um anel piridinico central e um ou dois grupos substituintes flexi-
veis, possui como ponto mais nucleofilico o nitrogénio do seu atomo central (SANCHEZ et
al., 2006). Essa peculiaridade pode ser o responsavel pela alta reatividade e capacidade de
ionizacdo desse composto ( WAINWRIGHT, 2001).
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Figura 7: Estrutura do ndcleo acridinico

Apesar de isolada pela primeira vez em 1870, por Carl Grabe e Heinrich Caro, essa
substancia de carater acre so foi estudada com mais profundidade em 1888 por Auclert que se
encarregou de encontrar a finalidade farmacol6gica para a mesma descobrindo que esse com-
posto apresentava farmacologia semelhante com quininas e alcaldides.

Mesmo ap6s descobrimento de varias outras substancias que possuiam o nucleo acri-
dinico com atividade bioldgica determinada, foi somente na década de 1970 que surgiu o pri-
meiro derivado anilinacridinico conhecido como amsacrina ou m-AMSA (figura 8). Ainda
utilizado para tratamento de varios tipos de cancer (principalmente leucemia e linfomas), a m-
AMSA possui atividade de intercalador de DNA interferindo nos processos de replicacéo,

recombinacéo, entre outros (JANGIR et al., 2012).
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Figura 8: Estrutura quimica a Amsacrina

A obtencéo do nucleo acridinico pode ser atribuida de diversas maneiras, o que permi-
te ao pesquisador escolher o método que mais lhe convém. Corsaro et al. (2002) destacam que
a alta reatividade do nucleo acridinico se deve ao seu carater nucleofilico, o que permite va-
rios ataques no C-9. Além disso, a existéncia do nitrogénio no anel piridinico leva a uma boa

densidade eletronica assegurando o ataque nucleofilico que favorece varias reacoes.
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A afinidade do DNA por compostos heterociclicos, permite que a acridina, com sua
estrutura planar; possua atividade de intercalador de DNA, interferindo assim no ciclo celular
(LAFAYETTE et al., 2013). Intercaladores de DNA sao farmacos que possuem interacdo en-
tre a sua estrutura planar e a dupla hélice permitindo uma acomodacéo dessa molécula entre
o0s pares de base do DNA, ocasionando danos nos processos como replicagdo e transcricéo
(WILLIAMS et al., 1992).

Logo, a afinidade da ligacdo dos cromoforos da acridina com o DNA € baseado na in-
teracdo empilhamento-n 0 qual permite o encaixe entre 0s espagos entre as duas cadeias de
nucleotideos (CHOLEWINSKI et al., 2011).

De acordo com Rowe et al. (1986) e Laffaytte et al. (2013) a acridina também age co-
mo inibidor da proteina topoisomerase I, ligando-se entre essa enzima e diferentes sitios do
DNA ou formando um complexo ternario que leva a clivagem do DNA, ademais esse com-
posto também parece induzir a apoptose de células cancerigenas (BARROS et al., 2011).
Além desses mecanismos segundo Valdés (2011), os derivados acridinico possuem acdo de
inibicdo do complexo bcl mitocondrial, inibi¢do da formagao da B-hematina e quimiosisen-
tisacdo quando avaliados para malaria.

Cada vez mais estudos demonstram a acdo promissora dos derivados acridinicos. Ku-
mar et al. (2013) sintetizaram grupos de derivados acridinicos a partir da reacdo do 2-metil-9-
cloroacridina com varias aminas aromaticas em diferentes posicGes de acoplamento produzin-
do o derivado AS-02 [(3-Cloro-fenil)-(2-metil-acridin-9-il)-amina] que possui boa atividade

antitumoral e baixa toxicidade para linhagens de células A-549 (figura 9).
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Figura 9: Estrutura quimica do AS-02 derivado 2-metil-9-cloroacridina

Giorgio et al (2007) também demonstram em seu trabalho que os derivados acridinicos
apresentam atividade parasitaria voltada para leishimania, no qual a molécula 3a (N-[6-
(benzoilamino)-3-acridinil] benzamida)] (figura 10) mostra-se a mais promissora para essa

atividade.
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Figura 10: estrutura quimica da N-[6-benzoilamino)-3-acridinil]

N&o obstante, de acordo com o trabalho de Aly e Abadi (2004) os derivados acridini-
cos tais como 6,9-dicloro-2-metoxi-acridina e 9-cloro-2-metoxi-acridina quando condensados
com semicarbazidas e tiosemicarbazidas formam moléculas com alta atividade antitubercular,
no qual a molécula com melhor eficicia para essa atividade bioldgica foi o 17 (3-(amino 6-

cloro-2-metdxi-acridin-9-il)- N- (5-metilisoxazol-3-il)-benzenossulfonamida) (figura 11 a).
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Figura 11: Estrutura dos derivados 6-cloro-2-metoxi acridina com atividade antiturbeculose

Além dessas atividades biol6gicas os derivados acridinicos apresentam finalidades bi-
oldgicas voltadas para doencas negligenciadas (DN), tais como a malaria. O primeiro nlcleo
acridinico utilizado como antimalarico foi o azul de metileno (figura 12). Descoberto a mais
de 100 anos atras, esse composto ainda é utilizado para a terapia antimalarica por ser de baixo
custo. O uso do azul de metileno proporcionou a criacdo de novos arsenais antimalaricos, tais
como a primaquina e outros 8-aminoquinolinicos (GARAVITO et al., 2008; KAUR et al.,
2010).
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Figura 12: Estrutura quimica do azul de metileno
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Com o passar do tempo e com as novas descobertas da quimica medicinal, varios ou-
tros compostos acridinicos foram sintetizados e utilizados por sua alta atividade antimalarica.
Relatados por Jones et al. (2009) o composto 7, mostrado na figura 13, proveniente da sintese
de hibridos de artemesina-acridina apresentou boa atividade para cepas 3D7 de P. falciparum
resistentes a cloroquina, demonstrando que a presenca do anel acridinico apresenta atividade

bioldgica significativa para maléria.

Cl

o, Yy

OMe

Figura 13: Estrutura do derivado hibrida artemisina-acridina

Korotchenko et al. (2015) sintetizaram e avaliaram a atividade antimalarica dos deri-
vados 10-amidinobenzenapitiridina, com diferentes N,N-disubstituidos 3-cloropropilamina.
Dessa serie 0 composto 13b [N- (7-Cloro-2-metdxi benzo [b] [1,5] nafitiridin-10-il) -N, N'-bis
[3- (dimetilamino) propil]-acetamida)] (figura 14) obteve a melhor atividade para todas as
cepas P. falciparum in vitro e in vivo com menor toxicidade para células HepG2 e que podera

ser uma das candidatas a substituir a mefloquina como droga padrao.

EtzN/\/\N)\N/\/\NEtz
D N
N F

Cl N

Figura 14: Estrutura quimica da molécula N- (7-Cloro-2-metoxi benzo [b] [1,5] nafitiridin-

10-il) -N, N'-bis [3- (dimetilamino) propil]-acetamida

Ainda, no trabalho de Guetzoyan et al. (2007) em que foram sintetizados novos deri-
vados 9-aminoacridinicos, se observou que o composto 2 (9-(6-Aminohexilamino) -6-cloro-2-
metoxi-acridina-dicloreto) (figura 15), apresentou melhor atividade P. falciparum, no qual o
mesmo possuiu valores de inibicdo de 1C5,=0,18uM; 1C50=0,18uM e 1C50=0,20uM para ce-
pas 3D7, W2 e FCR3 (cloroquina resistentes), respectivamente apresentando-se como um

promissor antimalarico.
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NH(CH,)gNH3*CI”

Figura 15: Estrutura quimica do 9- (6-Aminohexilamino) -6-cloro-2-metoxi-acridina-dicloreto

Segundo Sharma et al. (2014), derivados 9-aniloacridina condensados com diferentes
aldeidos aromaticos resultaram no composto 40 (N- [4- (6-Cloro-2-metoxi-acridin-9-il-amino)
-fenil] -2- [N '- (2-fluoro-piridin-3-il-metileno) -hidrazina]-2-oxo—acetamida) (figura 16) que
apresenta atividade antimaldrica para cepas K1 de P. falciparum como valor de
1C50=42,43nM e 1S=4106,77nM, o que indica boa atividade e baixa toxicidade.

2

HN
/ OCH3
C AN C
al N

Figura 16: Estrutura quimica do composto N- [4- (6-Cloro-2-metdxi-acridin-9-il-amino)-fenil]-2-[N' (2-

fluoro-piridin-3-il-metileno)- hidrazina]- 2-oxo —acetamida

Diante do demonstrado e da necessidade da busca de novos farmacos com acéo anti-
maldrica, percebe-se que o nucleo acridinicos aparenta ser uma solucéo eficaz como quimiote-
rapico antimalarico, e que posteriores modificacdes estruturais nesse scaffold pode incremen-
tar a atividade bioldgica possibilitando a obtencéo de futuros farmacos mais ativos e menos

CUuStosos.
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4. METODOLOGIA
4.1 Sintese das moléculas

A sintese dos derivados N-acilidrazonicos-acridinicos realizou-se de acordo com a via
Linear, em que primeiramente, foi obtido, a partir dos produtos comerciais 6,9 dicloro-2-
metoxi-acridina (CAS:86-38-4) e 2-cianocetahidrazina (CAS:88602-25G), em etanol, o deri-
vado ACS-AZ. Posteriormente, a sintese dos derivados N-substituidos se deu através da con-
densacdo do ACS-AZ com diferentes aldeidos aromaticos substituidos em meio etandlico e

basico e uma cetona ciclica em meio basico com tolueno (esquema 1).
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Esquemal: Esquema reacional da obtengéo dos den\atigiN-ASiTidrzanicos-acridinicos
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4.1.1 Obtencdes do ACS-AZ

Para a sintese do ACS-AZ (demonstrada no esquema 1) utilizou-se o seguinte proce-
dimento padrdo: em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1g de 6,9 dicloro-2 metoxi-
acridina, seguida de 10 ml de EtOH (etanol) para solubilizacdo. Apds isso, colocou-se a 2-
cianocetahidrazida (1 equivalente molar), e mais 5 ml de etanol. A reacdo se deu sob agitagéo
e temperatura de 78 °C com duracdo de 3 horas. Acompanhou-se a reacdo de obtengdo desse
composto por CCD em sistema 9:1 cloroférmio/metanol. Ap6s o consumo dos produtos de
partida; parou-se a reacdo e essa foi posteriormente, filtrada e lavada com EtOH. O produto
obtido foi encaminhado para as caracterizagdes fisico-quimicas, elucidacdo estrutural e testes

bioldgicos.

4.1.2. Obtencdo dos derivados do N-acilidrazonicos-acridinicos com aldeidos arométicos
substituidos

Obtiveram-se os derivados N-acilidrazénicos-acridinicos (esquema 1) de acordo com
0 seguinte procedimento descrito: Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 200 mg de
ACS AZ, juntamente colocou-se 10 ml de EtOH. Posteriormente adicionaram-se em quanti-
dades equimolares diferentes aldeidos aromaticos substituidos e 20 gotas de trimetilamina
(ET3N). Apos serem colocadas no agitador magnético sob refluxo de 70°C acompanhou-se as
por CCD em sistema n-hexano/AcOEt7:3.

As reac0es tiveram duracdo total variando de 8 a 24 horas. Apds, constatada o consu-
mo dos produtos de partidas, as novas moléculas foram filtradas e lavadas com EtOH. Os
cristais obtidos foram encaminhados para a caracterizacdo fisico-quimica, elucidacao estrutu-

ral e teste biologico.

4.1.3 Obtencéo dos derivados do N-acilidrazonicos-acridinicos com grupamento

cicloaquil

Realizou-se também um segundo caminho para essa rota sintética no qual se utilizou
um substituinte cicloaquil. A sintese desse derivado (esquema 1), se deu a partir de 200mg de
ACS-AZ solubilizadas em 10 ml tolueno. Posteriormente adicionou-se quantidade equimolar
da ciclopentanona e cuidadosamente 20 gotas de ET3;N. Colocou-se a reacdo no agitador

magnético em refluxo de 110°C, onde se constatou duracdo de 8 horas de reacdo. O restante
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do procedimento metodoldgico foi executado da mesma forma que os demais produtos finais
obtidos no trabalho.

4.2 Caracterizacao Fisico-Quimico

Ap0s a sintese, realizou-se a caracterizacdo dos compostos no qual foram avaliados:
aparéncia; calculo de fator de retencédo (Rf); coeficiente de Lipoficidade (LogP) obtida a partir
da utilizacdo do programa CrewDram Ultra®; ponto de fusdo (P.F) utilizando o aparelho
Quimis Modelo Q-340M e o rendimento verificado pela formula:

Massa esperada(g) X 100

R fassa obtida(g)

4.3 Elucidacao estrutural dos compostos

As moléculas sintetizadas tiveram sua comprovacao estrutural através das técnicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H') e Espectroscopia de Carbono
(RMN™C), no espectrometro modelo Bruker AMX-300 MHz (300 MHz para 1H e 75,5 MHz
para 13C) e solvente DMSO-d6 da Sigma-Aldrich. Os deslocamentos quimicos (3) para o
RMN H* sdo apresentados em ppm e as multiplicidades sdo dadas como s (singleto), d (duple-
to), t (tripleto), m (multipleto), dd (duplo- dupleto), e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz. Algumas desses também tiveram sua estrutura elucidadas através da técnica de Espec-
troscopia de Infravermelho (1.V), tendo os resultados registrados com um espectrofotbmetro
modelo Bruker IFS66 FT-IR (Bruker, Alemanha), utilizando pastilhas de KBr; e Espectrome-
tria de Massa atraves do aparelho MALDI-TOF Autoflex Ill (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA).

4.4 Teste de Avaliacdo Antimalarica

Os testes foram realizados no Centro de Biotecnologia e Terapia Celular do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM), da Fiocruz-BA.
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4.4.1 Atividade anti- P. falciparum:

As cepas W2 de P. falciparum, foram mantidas em cultura continua de eritrocitos hu-
manos (do grupo sanguineo O"), utilizando o meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
plasma humano. Os Parasitas cultivados a 1-2% e parasitemia de 2,5% do hematdcrito foram
distribuidos em placas de 96 pogos de cultura e incubados com 0s compostos (previamente
diluido com 4% de DMSO e meio de cultura). Apds 24h de incubacéo, a [*H]-hipoxantina foi
adicionada, a placa incubada novamente e os parasitas foram colhidos utilizando um coletor
de células para quantificacéo da incorporacéo de [*H]-hipoxantina num contador de radiagéo-
B. A inibi¢io do crescimento do parasita foi avaliada por comparagdo com a absorcéo da [*H]-
hipoxantina contra parasitas tratados e ndo tratados apds 24 horas de incubacdo. Cada com-
posto foi testado inicialmente a uma concentracdo de 10 uM, em triplicata, e os valores de
ICso foram calculados de concentragdo em triplicata usando diferentes concentragdes. A pri-
maquina foi utilizada como droga padrao.

4.4.2 Toxicidade Celular

As células HepG2 foram mantidas em vermelho fenol livre em meio RPMI-1640 con-
tendo 10% de fetal de bovino e 50pg mL™ de gentamicina. As células foram semeadas em
placas de 96 pocos (104 células / poco em 100ul de meio). Apds 24 horas, 0s compostos, pre-
viamente diluido no meio RPMI-1640, foram adicionados em cinco concentraces em tripli-
cado, e a placa foi incubada durante 72 horas a 37°C e 5% de CO,. Apds este periodo, 20% de
azul de Alamar foram adicionados a cada pogo e a placa foi incubada durante 24 horas. A
absorvancia a 570 e 600 nm foi medida. Os controles com células tratadas e ndo tratadas fo-

ram feitos em triplicata na mesma placa.

4.4.3 Ensaio de hemolise

A atividade hemolitica dos compostos foi ensaiada em eritrocitos humanos frescos (ti-
po OY). As células foram lavadas trés vezes em solugéo salina tamponada com fosfato e 100yl
desta suspensdo (1% hematdcrito) foi distribuido em cada cavidade de uma placa de 96 pocos.
Depois, com 100ul de cada composto (acridinas), previamente dissolvido em tampéo fosfato
salino, foram adicionados em triplicado a placa e incubou-se durante 1 h. A saponina (Sigma-
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Aldrich, EUA) foi utilizado como droga hemolitica a 1% v/v. Apds a incubacdo, as amostras
foram centrifugadas (1500 rpm durante 10 min.), 100ul de cada sobrenadante foi transferido
para outra placa de microtitulo. A hemoglobina libertada foi monitorizada através da medicéo
da absorvancia a 540 nm num espectrofotdmetro. A percentagem de hemolise foi calculada

como mostrado abaixo:

cas absorbancia da amostra - absorbéancia do branco
%% hemolise —

absorbéncia do controle com saponina
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5.1 Sintese, Caracterizacdo e Comprovacao Estrutural
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Foram sintetizados sete novos compostos codificados por ACS-AZ (2-Ciano- N'-(6-
cloro-2-metdxi-acridin-9-il)-hidrazida), ACS-AZ 01 (2-Ciano-3-fenil-acrilico- N'-(6-cloro-2-
metoxi-acridin-9-il)-hidrazida), ACS-AZ 04 (2-Ciano-3-(4-fluor-fenil)-acrilico- N'-(6-cloro-
2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida), ACSC-AZ 05 (3-(4-Cloro-fenil)-2-ciano-acrilico- N'-(6-
cloro-2-metdxi-acridin-9-il)-hidrazida), ACS-AZ 06 (2-ciano-3-p-tolil- acrilico-N-(6-cloro-

2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazina), ACS-AZ 10 (Ciano-ciclohexilideno-acético- N'-(6-cloro-2-

metoxi-acridin-9-il)-hidrazida) e ACS-AZ 12 (Ciano-ciclopentilideno- N '- (6-cloro-2-metoxi-
acridin-9-il)-hidrazida)

Tabela 1: Derivado N-acilidrazonicos acridinicos e suas respectivas caracteristicas fisico-quimicas

Composto | Aparéncia PM Rend P.F Rf FM Log
% (°C) P
ACS-AZ | P6amarelo | 340,07 | 75,30 259 |0,90° | Cy7H13CIN,O, | 2,65
ACS-AZ 01 | Pdlaranja | 428,10 | 88,52 283 0,58 | Cy7H17CIN4O, | 4,53
ACS-AZ 04 | P6 vermelho | 446,09 65 239 | 0,58% | CoqH16CIFN,O; | 4,69
ACS-AZ 05 | PO laranja | 462,01 | 89,74 251 0,55% | C4H16CIoN4O, | 5,09
ACS-AZ 06 | PO laranja | 430,11 | 83,56 257 0,7% | CyH1CINJO, | 3,81
ACS-AZ 10 | P6 vermelho | 459,14 | 65,28 208 0,48% | CyH,,CINSO, | 2,81
ACZ-AZ 12 | P6 marrom | 406,11 39 269 | 0,51% | CxH19CINLO; | 3,85

P.M: peso molecular; Rend (%): rendimento; P.F (°C): ponto de fusdo em graus Célsius; Rf: fator de retencdo;

FM: formula molécular; Log P: Coeficiente de Lipoficidade; n*-hexano/acetato 7:3 (n-hexano/AcOEt 7:3) “clo-

roférmio/metano 9:1

Como mostrado na tabela 1 todas as moléculas, exceto o ACS-AZ 12, obtiveram ren-

dimentos acima de 50% o que demonstra boa viabilidade da rota sintética adotada e facil mé-

todo de purificagdo. Entretanto, quanto ao rendimento de 39% do ACS-AZ 12 infere-se que

esse resultado pode ser decorrente da existéncia do grupamento cetdnico nessa molécula, uma

vez (ue as cetonas sdo menos reativas que os aldeidos, interferindo no rendimento da reacéo.
Quanto ao ponto de fusdo observaram-se valores de 208 °C (ACS-AZ 10) a 283 °C (ACS-AZ

01).
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Os pesos moleculares dessa série variaram entre 340,14 g/mol (ASC-AZ) a 462,01
g/mol (ACS-AZ 04). Ja o fator de retencdo (Rf) obteve os intervalos entre 0,48 e 0,7 no sis-
tema 7:3 hexano e Rf= 0,90 em cloroférmio/metanol 9:1 para 0 ACS-AZ.

Em relacdo ao coeficiente de particdo (Log P), todas as moléculas, com excecéo do
ACS-AZ05, apresentaram LogP <5, tendo os compostos ACS-AZ (2,85) e ACS-AZ 05 (5,09)
apresentado, respectivamente; o maior e 0 menor LogP. Os resultados para peso molecular e
LogP apresentam-se de modo satisfatorios e de acordo com a regra de Lipinsk, uma vez que
esses valores podem indicar um bom perfil de biodisponibilidade (BARREIRO, FRAGA,
2015), resultando em um aumento da sua acéo farmacoldgica.

Como forma de comprovar as novas entidades quimicas realizou-se a elucidagao estru-
tural dos compostos ACS-AZ, e ACS-AZ 04, por meio de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN'H), espectroscopia de infravermelho (IV), RMN de *C e espectrometria de
massa. E bom ressaltar, que nem todas as moléculas tiveram suas elucidacdes citadas por mo-

tivos de tempo e atraso nos resultados.

Tabela 2: Dados do espectro em RMN *H (8 em ppm) dos derivados N-acilidrazonicos acridinicos obtidos
MOLECULA RMN 'H

§=12.11 (s,1H, NH), 11.02 (s, 1H, NH), 4.11 (s, 2H, CH5), 3.93 (s, 3H,
OCHj3), hidrogénios aromaticos: 8.77 (d, 1H, J= 9,6 Hz), 8.02-7.98
ACS-AZ (m, 2H), 7.93 (1H, d, J= 9,3 Hz), 7.72 (dd, 1H, J=9,3; Hz J=2,4 Hz),
7.51 (d, 1H, J= 7.8 Hz)

&= 11.83 (s, 1H, NH), 8.71 (s, 1H, C=CH), 3.85 (s, 3H, OCH3) hidro-
génio aromatico: 8.21 (d,1H, J=9,0 Hz), 7.90 (d,1H, J= 8,7 Hz), 7.61-
ACS-AZ04 | 7.60 (m, 2H), 7.55 (d, 2H, J= 8,4 Hz), 7.52 (d, 2H, J= 9,9 Hz), 7.42
(dd, 1H J= 9,6 Hz), 7.22 (dd, 1H, J= 8,7 Hz)

singleto (s); dupleto (d); duplo-dupleto (dd), multipleto (m)

Na tabela 2, para a molécula ACS-AZ foram observados os valores de deslocamento
(6) em intervalos de 7.51-8.77 ppm que estdo dentro do perfil dos aromaticos indicado por
Silversteins e Webster (2000) que corresponde ao deslocamento quimico dos hidrogénios do
anel acridinico. Alem disso, ainda nessa molécula, o singleto em 4.11 ppm (s, 2H) refere-se
ao carbono metilénico (CH;) da porcdo N-acilidrazénico, enfatizando a reacdo de acoplamen-
to entre essas duas estruturas. Os valores em 3.85 ppm (s, 3H) e 3.93 ppm (s, 3H) séo atribui-
dos a metoxila (OCH3) (PAVIA et al., 2010) dos anéis acridinico.
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Foi verificado também singletos com valores em 11.02 ppm (s, 1H), 11.83 ppm (s,
1H) e 12.11 ppm (s, 1H) que sdo correspondente a funcdo amida desses compostos. Ainda
sobre este, destaca-se na figura 17 dois pequenos picos desse grupamento no ACS-AZ que
para Pavia et al. (2010) pode ser decorrente da caracteristica variavel da amida que se alterar a
depender do seu ambiente quimico, temperatura e solvente utilizado.

Sobre o aldeido aromético substituidos do ACS-AZ 04, notou-se deslocamento quimi-
co em 7.52 pmm (d, 2H, J=9,9Hz) e 7.55 pmm (d, 2H, J= 8,4Hz) ppm (d, 2H) (tabela 2), que
sdo condizentes com o padrao de 6 de aromaticos na literatura de Pavia, et al (2010), admitin-
do a presenca desse grupamento substituinte.

Comparando-se as figuras 17 (RMN *H do ACS-AZ) e 18 (RMN *H do ACS-AZ 04)
nota-se no primeiro a inexisténcia do pico CH=C e a presenca desse no espectro do ACS-AZ
04 (singlet em 8.71 ppm) sugerindo entdo a confirmacdo da reacdo de condensacdo entre o
aldeido aromético substituido e 0 ACS-AZ. Ainda, outro detalhe que se observa nas figuras
17 e 18 é auséncia do singleto em 4.11 ppm do carbono metilénico, nos derivados substitui-
dos, reafirmando o sucesso da condensacdo entre o anel acridinico e o aldeido aromatico subs-
tituido.
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Figura 17: RMN *H do ACS-AZ. Correlago da estrutura com os picos apresentados
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Figura 18: RMN *H do ACS-AZ 04. Correlacdo entre a estrutura e 0s picos apresentados

Nos espectros de infravermelho (IVV) mostrados da tabela 3; nota-se que os valores de
absorcéo entre os intervalos de 1.501 cm™ a 1.586 cm™, referentes a C=C dos anéis aromati-
cos, coincide com os valores adotado desse grupamento na literatura de Clayden et al. (2001),
0 que de inicio indica a existéncia dos anéis aromaticos no ACS-AZ e ACS-AZ 04.

Os valores de absorcdo da funcdo amida (HNC=0) podem ser observados dentro de
um intervalo de 1.628-1.633 cm™, estando todas de acordo com os valores de absor¢do (1630-
1690 cm™) propostos por Solomons e Fryhle (2001). A banda de valor igual 1.703 cm™ cor-

responde a carboxila (C=0) do scaffold N-acilidrazénicos presente no ACS-AZ.

Tabela 3: espectroscopia de infravermelho dos novos derivados acilidrazénicos acridinicos

COMPOSTO IV (valores em cm ™)
ACS-AZ 2.928 (CH, axial); 1.703 (C=0); 1.628 (HNC=0); 1.586, 1.506, 1.466
(C=C aromatico); 1.426 (CH, Adj C=0 angular); 1.250, 1.238, 1.029
(C-0-C)

ACS-AZ 04 2.353 (CN); 1.632 (HNC=0); 1.586 (C=C); 1.501 (C=C aromético);
1.367 (C-F aromatico); 1.236 e 1.115 (C-0O-C)
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Para todos os compostos apresentados na tabela 3, o valor da banda de absorcéo do
éter (C-O-C) entre 1029-1250 cm™ condiz com a faixa de 1000-1300 cm™ encontrada para

esse grupamento em Silverstein e Webster (2000).
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Figura 20: Espectroscopia de infravermelho do ACS-AZ 04. Correlag8o da estrutura com as bandas

Também ¢é interessante notar a auséncia e presenca de determinados valores de absor-

cdo, tais como a absorcdo axial do CH, (2.928 cm™) presente na molécula do ACS-AZ, mas
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ausente no ACS-AZ 04, tendo esta sido substituida pela ligacdo C=C (1.586cm™) no derivado,
enfatizando novamente a ocorréncia da reacdo de condensacao e a obtencdo da nova molécu-
la.

Em relacdo ao RMN *3C, em que se pode confirmar a quantidade de carbono presente
em um composto, verificou-se que para 0 ACS AZ (tabela 4), pode existir 14 a 17 carbonos.
Para o espectro de ACS-AZ 04 pode ser encontrado 22 a 24 C, sendo estes resultados depen-

dentes da absor¢do dos carbonos homotrépicos nessas moléculas.

Tabela 4: RMN™C dos compostos ACS-AZ e ACS-AZ 10
COMPOSTO DESLOCAMENTO QUIMICO (8 PPM)
ACS-AZ 0 24.14; 56.18; 103,080; 115.26; 117.48; 120.61; 124.17; 127.57,
134.89; 138.85; 139.85; 153.09; 155.90; 161.93
ACS-AZ 04 | 655.39; 104.99; 101.60; 106.81; 115.27; 116.21; 119.29; 121.09; 121.25;
124.50; 128.32; 129.09; 130.01; 132.10; 135.62; 137.61; 141.07, 146.70;
150.40; 154.33; 165.90, 175.56

Quanto aos espectros de massa do ACS-AZ e ACS-AZ 04, mostrado na tabela 5, cons-
tatou-se que a massa esperada e a massa encontrada possuiram diferenca de no maximo 1 uni-

dade, sendo aceitavel para a comprovacdo dessas estruturas.

Tabela 5:Espectrometria de massa dos compostos ACS-AZ e ACS-AZ 04

COMPOSTO MASSA CALCULADA MASSA ENCONTRADA
ACS-AZ 340.0727 341.0693
ACS-AZ 04 446.0946 447.0996

5.2 Avaliacao Biologica

Apos a sintese e as avaliagBes estruturais, os compostos ACS-AZ, ACS-AZ 01, ACS-
AZ 04 e ACS-AZ 05 foram submetidos a avaliagcdo biologica frente cepas de P falciparum,
citotoxicidade de células hospedeiras e indice de seletividade, sendo estes valores exposto

abaixo na tabela 6.
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Tabela 6:Atividade anti-falciparum, citotoxicidade em células hospedeiras e indice de seletividade

ICso +D.P. (uM)
CEPAW2 P. falci- | CELULAS HOS- INDICE DE
COMPOSTOS parum® PEDEIRAS SELETIVIDADE

HepG2® (1S)

ACS-AZ 2.8+0.8 73.5£2.8 26
ACS-AZ 01 0.9+0.8 80.07+£0.5 90
ACS-AZ 04 3.2+0.2 >200 >62
ACS-AZ 05 24+1.1 >200 >83
9DICAC 2.7£0.4 71.9+6.0 27

m-AMSA (amsacrina) 0.8+0.1 5.2+0.6 7

Primaquina 1.7+0.1 11.81+0.28 49

Observou-se que o 9DICAC (6,9-dicloro-2-metoxi-acridina) apresentou um valor de
ICso de 2.7+0.4 uM frente a cepa W2 P. falciparum, ICs, para as células hospedeira HepG2
de 71.9+6.0uM e indice de seletividade (IS) 27 (tabela 6), o que ja indica uma consideravel
atividade antimalarica. Quando comparando o 9DICA com o ACS-AZ que possui valores
ICs0 2.84£0.8 uM 1Cs para HepG2 de 73.5+2.8uM e IS de 26 néo se observou valores signifi-
cativos de inibicdo para cepa W2.

O desempenho na atividade biol6gica do ACS-AZ pode ser explicado comparando-se
as estruturas moleculares (figura 21). Deste modo visualiza-se que o incremento da 2-
cianocetahidrazina ndo representou alteracdo relevante para a atividade farmacoldgica e toxi-

coldgica, uma vez que o nacleo acridinico por si s0 ja apresenta atividade bioldgica.

OCHj

\ \ OCH3
cl N Cl N
(@)

(b)

Figura 21: Diferencas estruturais entre (a) 6,9 dicloro-2 metéxi-acridina e (b) ACS-AZ

Quando comparamos 0 ACS-AZ com o derivado substituido ACS-AZ 01, notou-se pa-

ra o 1Cs das cepas W2, que 0 ACS-AZ 01 apresentou um valor 3,11 vezes menor que o ACS-
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AZ. Ainda observou-se diferenca significativa para células HepG2 e IS, onde o0 ACS-AZ 01
apresentou os maiores valores, indicando que a presenca de um grupamento benzilideno favo-

rece a atividade bioldgica, diminui a toxicidade e aumenta a especificidade celular.

AN OCHg N OCH,
O Z O O 7 O
Cl N N
(@) (b)

Figura 22: Diferencas estruturais entre ACS-AZ (a) e ACS-AZ 01 (b)

Cl

Segundo Gomes et al. (2014) para uma boa atividade antimalarica é necessario que o
potencial antimalarico apresente valores reduzidos de ICsp, visto que isso minimiza o risco de
falta de especificidade da droga por seu alvo, além de possibilitar a administracdo de doses
menores, reduzindo assim a chance de ocorrerem efeitos adversos.

Em acordo com o citado dentro dos derivados substituidos a molécula que obteve me-
Ihor atividade antimalarica foi o ACS-AZ 01 tendo ICsy de 0.9 £0.8uM; ICs, para HepG2 de
80.07+0uM e IS iguais a 90 (tabela 6) sugerindo melhor especificidade e menores doses para
o tratamento. Quanto ao ACS-AZ 04 e ACS-AZ 05 os testes mostraram valores de ICs de
3.2+0.2uM e 2.4+1.1uM, respectivamente. Entretanto, ndo se pode descartar a atividade bio-
I6gica desses uma vez que a toxicidade das células hospedeiras HepG2 mostrou-se >200 e
seus indices de seletividade >62, que para Soares et al. (2015) revelam moléculas promissoras
para o perfil farmacolégico proposto.

Comparando-se 0s novos derivados estruturalmente entre si (figura 22) e levando em
conta o0s grupos substituintes, nota-se que a introdugdo de grupos halogénios tais como fldor
(ACS-AZO0 4) e cloro (ACS-AZ 05) na posicdo para leva a um aumento de 3,5 e 2,6 vezes,
respectivamente, do 1Cso de W2 desses em relagdo ao atomo de hidrogénio (ACS-AZ 01) indi-
cando que a presenca desses halogénios modulam fatores eletrdnicos e lipofilicos dos deriva-
dos de acridina, uma vez que esses substituintes induzem a efeitos indutivos e/ou mesoméri-

COos.
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Figura 23: Diferencas estruturais entre (a) ACS-AZ 01; (b) ACS-AZ 04; (c) ACS-AZ 05

As interferéncias dos efeitos de inducdo e mesomeria sao mais visualizadas quando se
compara 0 ACS-AZ 04 e o ACS-AZ 05. O primeiro que apresentou I1Csq igual 3.2+0.2uM,
possui 0 F como retirador de elétrons sem efeito mesomérico, em contrapartida o ACS-AZ 05,
com valor mais satisfatorio de 1Csy para 0 W2 que o ACS-AZ 04, possui o Cl que apresenta
efeito indutivo negativo (I-) e mesomérico positivo (M+), indicando que o aumento da densi-
dade eletrénica proveniente da mesomeria modula positivamente a atividade bioldgica, uma
vez que estes podem alterar fatores lipofilicos e eletrdnicos dos derivados de acridina.

Seguindo esse raciocinio, a obtencdo dos compostos discutidos anteriormente, assim
como 0 ACS-AZ 06 (figura 23a) com o 4-metil (doador por I+), ACS-AZ 12 (figura 23c) que
possui um grupamento alquil-ciclico (com efeito I+) e 0 ACS-AZ 10 (figura 23b) com a di-
metilamina (grupamento doador forte por efeito M+) que terdo suas atividade bioldgicas tes-

tadas posteriormente; foram sintetizados seguindo o raciocinio da modificacdo do composto
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hit pelo esquema de Topliss, o qual o troca de diferentes grupos substituintes fixos podem
modular o efeito eletronico dos derivados acridinico favorecendo ou ndo a atividade biologi-

CN

ca.

|
CN
HN HN
~N ~

NH NH
ISOOASNNGOOR
PO L

(b)

Cl
N

OCH,
X
/

Cl N

(c)
Figura 24: Diferencas estruturais entre (a) ACS-AZ 06; (b) ACS-AZ 10; (c) ACS-AZ 12

Com o intuito de avaliar a atividade antimalérica frente as drogas j& comercialmente
disponiveis, foram testadas como padréo, a (a) amsacrina e a (b) primaquina (figura 24). Am-
bas as moléculas amsacrina e ACS-AZ (figura 24c) apresentam um ndcleo acridinico, todavia
0 ACS-AZ apresentou- se 3,6 vezes menos eficaz no ICso que a amsacrina. O contrario se ob-
servar para HepG2 e SI, no qual o ACS-AZ se saiu melhor que a amsacrina indicando que a
substituicdo do anel metoxi-fenil-sulfonamida da amsacrina pela da 2-cianocetohidrazina em
conjunto com a adicdo do cloro e metoxi (Cl e OCHs) no anel acridinico parece favorece ao
perfil toxicolégico proporcionando a diminuicéo da citotoxicidade e incrementando a seletivi-
dade.

Em comparagdo com a primaquina o ACS-AZ apresentou 1Csq 1,64 vezes maior e va-

lor de 1S menor que essa droga comercial. E bom ressaltar, que mesmo a primaquina sendo
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um produto com formulagdo farmacéutica e comercialmente disponivel a seguranca do seu

uso junto a sua eficécia a cepas resistentes vem sendo questionada (KAUR et al, 2015).
| O—=S—=0
(@) NH
HNj : HN

NH,
CN

(@) (b)
O,

©
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Figura 25: Diferencas estruturais entre a amsacrina (a); primaquina (b) e ACS-AZ (c) e ACS-AZ 01 (d)

Para a molécula de melhor atividade, ACS-AZ 01 (figura 24d), constatou-se 1Csy 1,88
vezes menor que o da primaquina e diferenca pouco significativa em comparacdo com a
amsacrina. Os valores para as células hospedeiras HepG2 e IS, também se mostraram favora-
veis para 0 ACS-AZ 01 em comparacdo com as duas drogas padrdo. Baixa toxicidade e indi-
ces de seletividade elevados foram igualmente observados nos ACS-AZ 04 e ACS-AZ 05
quando se relacionam esses dois derivados com a primaquina e amsacrina (tabela 6).

Estruturalmente enfatiza-se que a condensacdo do ACS-AZ com os aldeidos aromati-
cos substituidos ou ndo, modulam positivamente a atividade biolégica as tornando mais efica-
zes e/ou menos toxicas para a atividade quimioterapica proposta.

Ja sabendo da atividade biolégica das novas moléculas e com o intuito de avaliar a
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morte celular, foi realizado o teste de hemolise no qual tanto para o ensaio um (gréfico 1) co-
mo para o dois (grafico 2) as moléculas ndo causaram lise das hemécias, tendo seus valores

percentuais menores que 20% indicando outro mecanismo para a atividade bioldgica.
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Gréfico 1: Ensaio hemolitico para acridinas (12 experimento). A atividade foi ensaiada em eritrécitos
humanos infectados (tipo O+), apds 1 h de incubagdo com os compostos (50 uM), em triplicata. *** p <0,0001

(ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey’s).
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Gréfico 2: Ensaio hemolitico para acridinas (22 experimento). A atividade foi ensaiada em eritrdcitos
humanos infectados (tipo O+), apds 1 h de incubag¢do com os compostos (50 uM), em triplicata. *** p <0,0001
(ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey’s).

Com esses resultados, infere-se que os efeitos citotoxicos dessas moléculas ndo sao

provenientes da danificagdo da membrana, mas podem atuar por meio de outros mecanismos.
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Sendo assim, eventuais modificacGes no anel acridinico pode modular atividade biol6-
gica, obtendo-se possivelmente, como o apresentado no trabalho, moléculas que funcionem

como potenciais antimalaricos de alta eficacia.
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6. CONCLUSAO

Foram obtidos sete novos derivados acilidrazonicos-acridinicos, nos quais todos tive-
ram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas, demonstrando rendimentos, de 39 % a
89,74% indicando rota sintética satisfatoria.

Das moléculas sintetizadas apenas ACS-AZ e ACS-AZ 04 tiveram suas estruturas elu-
cidadas por espectroscopia de RMNH, *3C, infravermelho (V) e espectrometria de massa.
Todas apresentaram padrbes de deslocamento e absorbancia de acordo com a literatura con-
firmando a existéncias dessas moléculas.

A avaliagdo bioldgica voltada para atividade antimalarica consistiu no teste 1Cs, para
cepas W2 de P falciparum, avaliacdo de citotoxicidade para HepG2, indice de seletividade
(IS) e teste de hemolise.

Somente as moléculas ACS-AZ, ACS-AZ 01, ACS-AZ 04 e ACS-AZ 05 foram sub-
metidas a avaliacdo bioldgica, no qual todas obtiveram resultados que pressupde candidatas
promissoras. Dentre essas se destaca 0 ACS-AZ 01 por apresentar I1Cso de 0.9+£0.8uM, além
de baixa toxicidade e altos indices de seletividade.

Para as moléculas ACS-AZ, ACS-AZ 04 e ACS-AZ 05 os resultados de ICsg foram
iguais a 2.8+0.8, 3.2+0,2uM e 2,4+1.1uM, respectivamente, dentre as quais se deve enfatizar
a ACS-AZ 04 e ACS-AZ05, uma vez que ambas apresentaram 1Cso de HepG2>200, indican-
do baixa toxicidade, e valores de IS acima de 60, os que as tornam promissoras.

Ainda sobre atividade bioldgica, a condensacdo dos aldeidos aromaticos com o scaf-
fold de acridina pode, possivelmente, modular a atividade bioldgica desse cromoforo por in-
ducdo ou mesomeria ocasionada pelos diferentes substituintes na posicdo para do benzaldei-
do.

Quanto ao teste de hemdlise, as moléculas testadas ndo causaram lise celular, tendo
seus valores percentuais menores que 20% indicando que a atividade biologica ndo é causada
por danificagcbes nas membranas, podendo ser explicada por outros mecanismos.

Em vista disso, observa-se que as moléculas propostas apresentam-se como promisso-
res farmacos antimalaricos, uma vez que essas apresentaram resultados bioldgicos satisfato-
rios e que devem ser aprofundados a fim de se obter novos quimioterapicos mais ativos e se-

guros.
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8.ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN *H do 2-Ciano- N'-(6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida (ACS-
AZ)
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Anexo 2: Espectro de RMN H do 2-Ciano-3-(4-fluor-fenil)-acrilico- N'-(6-cloro-2-metoxi-
acridin-9-il)-hidrazida) (ACS-AZ 04)
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Anexo 4: Espectro de 1.V do 2-Ciano-3-(4-fluor-fenil)-acrilico- N'-(6-cloro-2-metoxi-acridin-

9-il)-hidrazida) (ACS-AZ 04)
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Anexo 4: Espectro de C*do 2-Ciano- N'-(6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida (ACS-AZ)
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Anexo 5: Espectrometria de massa do 2-Ciano- N'-(6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida

(ACS-AZ)
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Anexo 6: Espectrometria de massa do 2-Ciano-3-(4-fluor-fenil)-acrilico- N'-(6-cloro-2-metoxi-
acridin-9-il)-hidrazida) (ACS-AZ 04)
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Anexo 7: Figuras das estruturas dos produtos de partida e compostos sintetizados.

Cl (0]
OCH3 H H
“‘/ C——N——NH,
Cl <CN
Figural: 6,9 dicloro-2-metoxiacridina Figura 2: 2-cianocetohidrazina
CHO
CHO
E cl
=
Figura 3: 4-flur-benzaldeido Figura 4:4-clorobenzaldeido
CHO
f ;CHO Q
Hsc/N\
HsC CH3
Figura 5: 4-metil benzaldeido Figura 6: 4-dimeilamina-1 benzaldeido
)
CN
HN
SNH

0
§ OCH
\ 3
Z O
cl N
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Figura 7: ciclopentanona Figura 8: 2-Ciano- N'-(6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)

- hidrazida (ACS-AZ)
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OCH
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Figura 9: 2-Ciano-3-fenil-acrilico N'- Figura 10: 2-Ciano-3-(4-fluor-fenil)-acrilico-
N'-(6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida (6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida
cl CH,
o} o)
CN CN
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/ /
cl N cl N
Figura 11: 3-(4-Cloro-fenil)-2-ciano-acrilico- N'- Figura 12: 2-ciano-3-p-tolil- acrilico N’- (2-cloro-6-
metoxi-913-cloro-antraceno-10-il) -hidrazina (6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida
CH,
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Figura 13: Ciano-ciclopentilideno- N ' Figura 14:Ciano-ciclohexilideno-acético- N'-

(6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)-hidrazida



