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RESUMO

A humanidade tem sofrido diversas modificacdes ao longo dos anos, dentre as quais alteragdes no estilo
de vida acabaram colaborando para o surgimento de doencas. Um dos principais problemas de salde
enfrentados pela humanidade é o cancér, entretanto existe um nimero limitado de medicamentos para 0s
tratamentos disponiveis no mercado, enfatizando a necessidade urgente de buscar novos agentes. Dentre
as opcgOes de tratamento, a quimioterapia tem sido uma das propostas mais bem aceitas para combaté-lo e
dentre eles destacamos os derivados acridinicos, que parecem superar mecanismos de resisténcias. Outro
problema de salde publica sdo as doengas negligenciadas, a malaria tem se destacado por ser uma das
mais graves infecgOes parasitarias da humanidade. Assim o trabalho tem como objetivo a sintese,
elucidacéo estrutural e avaliacdo potencial antitumoral e antimalarica de novos derivados acridinicos. A
sintese dos derivados acilidraznicos-acridinicos ocorreu de forma paralela e convergente, onde o0s
nlcleos sdo sintetizados separadamente e depois condensados. A primeira etapa consiste na obtencéo da
9-metilacridina, seguido de uma oxidag&o, para obtencdo do aldeido acridinico. O método utilizado parte
da obtencdo da 9-metilacridina através da reagdo da difenilamina com acido acético glacial, em seguida ¢é
oxidada a aldeido por duas etapas, a primeira consiste na formagdo de um intermedirio reativo através da
reacdo da 9-metilacridina acridina com N,N-dimetilnitrosoanilina em meio alcodlico, a segunda consiste
em uma oxidagdo em meio acido conduzindo a formacdo do aldeido. A obtengdo dos compostos finais
ocorreu a partir da reacdo da 2-cianoacetohidrazida com diferentes aldeidos aromaticos, e uma cetona
ciclica, em meio etandlico e &cido, seguido da condensagdo com o aldeido acridinico em meio basico,
etanolico, aquecido a 60°C. Como também a partir da reacdo do aldeido acridinico com a 2-
cianoacetohidrazida em meio etandlico e acido, e depois condensado com diferentes aldeidos aromaticos
em meio bésico, etandlico, aquecido a 60°C. Obtiveram-se 8 intermediérios e 13 compostos finais que
tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas através de faixa de fusdo, célculo do fator de
retencdo e aparéncia, como também alguns tiveram suas estruturas elucidadas por RMN 'H. Na avaliag&o
da atividade antitumoral pelo ensaio de MTT, observou-se que a molécula AMTAC, inibiu a proliferagdo
das linhagens HL-60 (leucemia promielocitica aguda), MCF-7 (cancer de mama) e HT-29 (cancer de
colén) em 98,21%, 75% e 95,02%, ja AMTAC,; inibiu HL-60 e HT-29 em 96,98% e 88,34%. As
moléculas AMACy; e AMAC, inibiram apenas HL-60 em 96,67% e 95,85%. Sendo que AMACy; inibiu
apenas MCF-7 em 86,86%. Na avaliacdo da atividade antimalarica, realizada através de atividade Anti-P.
falciparum, toxicidade celular e ensaio de hemolise, observamos que AMAC,; possui atividade (ICsg
1,240,82uM), j& AMAC,, apesar de apresentar seletividade, sua toxicidade é alta (5,83+0,81uM).
AMTAC;; e AMTACy possuem atividade (ICsp 0,29+0,1uM e 1,6+0,9uM respectivamente), porém
apenas AMTAC; teve alto indice de seletividade (50). No ensaio de hemdlise, nenhuma molécula causou
lise celular significativa, sendo abaixo de 30%. Acreditamos assim que as moléculas sintetizadas séo

futuras candidatas a farmacos antitumorais e antimalaricos, mais eficazes e especificos.

PALAVRAS-CHAVE: Acridina, Atividade antitumoral, Atividade antimalarica, Hibridagcdo Molecular,

Resisténcia.



ABSTRACT

Humanity has undergone several modifications over the years, among which alterations in lifestyle ended
up collaborating to the emergence of diseases. One of the major health problems facing humanity is
cancer, however there is a limited number of drugs available for treatments on the market, highlighting
the urgent need to find new agents. Among the treatment options, chemotherapy has been one of the most
accepted proposals to combat it and among them include acridine derivatives, which seem to overcome
mechanisms of resistance. Another problem of public health are neglected diseases, malaria has emerged
as one of the most serious parasitic infections of mankind. Thus, aims the work the synthesis, structural
elucidation and evaluation potential antitumor and antimalarial of new acridine derivatives. The synthesis
of acridine-acylhydrazones derivatives occurred so parallel and convergent, in which nuclei are
synthesized separately and then condensed. The first step consists in obtaining the 9-methyl-acridine,
followed by an oxidation to obtain aldehyde. The method of the obtaining of 9-methyl-acridine through
the reaction of diphenylamine with glacial acetic acid, then the aldehyde is oxidized by two steps, the first
is the formation of a reactive intermediate from the reaction of 9-methyl-acridine with N,N-
dimethylnitrosoaniline in medium alcoholic, the second is oxidation in medium acidic leading to the
formation of the aldehyde. To obtain the finals compounds occurs from the reaction of 2-cyano-aceto-
hydrazide with different aromatic aldehydes and cyclic ketone and in an ethanol and acid medium,
followed by condensation with the aldehyde of acridine in medium basic and ethanolic, heated at 60°C.
As well as from the reaction of the aldehyde of acridine with 2-cyano-aceto-hydrazide in ethanol and acid
medium, and then condensed with different aromatic aldehydes in basic ethanolic medium, heated at
60°C. Obtained 8 intermediarys, and 13 compounds finals that their physical and chemical characteristics
evaluated by melting range, calculation of retention factor and appearance, as well as some had their
structures elucidated by '*H NMR. In the evaluation of antitumor activity by the MTT assay, it was
observed that the molecule AMTAC,, inhibited proliferation of the lineages HL-60 (promyelocytic
leukemia acute), MCF-7 (breast cancer), and HT-29 (colon cancer) in 98.21%, 75% and 95.02%, already
AMTAC,;, inhibited HL-60 and HT-29 in 96.98% and 88.43%. The molecules AMAC,; and AMAC,
inhibited HL-60 in 96.67% and 95.85%. Since AMACy; only inhibited MCF-7 in 88.34%. In the
evaluation of antimalarial activity, the activity performed by Anti-P. falciparum, cell toxicity and
hemolysis assay, we observed that AMAC; own activity (ICs 1.2 £ 0.82 uM), already AMAC, despite
having selectivity, is toxicity high (5.83+0.81 uM). AMTAC,, and AMTACy have activity (ICs
0.29+0.1 uM and 1.6£0.9 puM respectively), but only AMTACs had high selectivity index (50). In
hemolysis assay, the molecules not caused significant cell lysis, being less than 30%. We therefore
believe that the synthesized molecules are future candidates for anticancer and antimalarial drugs, more
effective and specific.

KEYWORDS: Acridine, Antitumor activity, Antimalarial activity, Molecular Hybridization, Resistance.
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1. INTRODUCAO

Os seres humanos tém sofrido diversas modificacbes ao longo dos anos, tanto no
ambito bioldgico, quanto no social e econdmico. Algumas dessas alteracbes podem ser
consideradas consequéncias dos estilos de vida ao decorrer da histdria, no qual através
destas modificacdes 0s seres humanos passaram a ter um ritmo de vida cada vez mais
acelerado e desordenado, 0 que passou a afetar o seu ciclo bioldgico, contribuindo com o

surgimento de doengas.

Uma das classes de doencas que esta aumentando significativamente sua incidéncia
através de mudancas no estilo de vida, sdo as crnicas ndo-transmissiveis (DCNT), que sdo
hoje responsaveis pela maioria das mortes em muitos paises, seja de alta, média ou baixa
condicdo socioeconbmica. Esta classe € composta especificamente por: doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer e doencas respiratérias cronicas, possuindo quatro fatores
de risco compartilhados, que sdo o tabagismo, inatividade fisica, alimentacdo ndo saudavel e
uso prejudicial de alcool (BRASIL, 2005; GOULART, 2011). Embora as DCNT tenham

etiologia multifatorial, o estilo de vida possui importante papel no seu aparecimento.

O cancer ganhou uma dimensdo de destaque, convertendo-se em um evidente
problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estima que,
no ano 2030, surgirdo 27 milhdes de casos novos de cancer, 17 milhdes de mortes e 75
milhdes de pessoas vivas, anualmente acometidas. Os maiores impactos desse fendmeno

serdo observados em paises de baixas e médias rendas (INCA, 2011).

Atualmente, descreve-se o cancer como um grupo de doencas de organismos
multicelulares superiores, de carater multifatorial, podendo ser externos (relacionados ao
meio ambiente e aos habitos ou costumes prdprios de um ambiente social e cultural) ou
internos ao organismo, (na maioria das vezes, geneticamente pré-determinados, sendo
ligados a capacidade do mesmo de se defender das agressdes externas) estando ambos inter-
relacionados. Caracterizado por alteragcGes na expressdo de genes maltiplos, que conduz a
desregulacdo do mecanismo celular normal para a divisdo e diferenciagéo celular, resultando
em um desequilibrio da replicacdo e a morte celular, que favorece o crescimento de uma
populacdo de células tumorais. Esses fatores causais podem interagir de varias formas,

aumentando a probabilidade de transformacfes de células normais em malignas. Sendo
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assim a incidéncia de casos de cancer tende apenas a aumentar ao longo dos anos
(GUYTON; HALL, 2006; RUDDON, 2007; INCA, 2012; PATRICK, 2013).

Vérias drogas estdo disponiveis para 0 seu tratamento, porém estas possuem efeitos
secundarios graves, sendo inviavel o uso continuo das mesmas. Além disso, o surgimento de
células resistentes tem enfraquecido sua eficacia, impulsionando a necessidade de se buscar
novas opc¢des terapéuticas, ou seja, novos farmacos mais eficientes que possam superar tais
mecanismos de resisténcia (FORMARIZ et al., 2004; HOWELL, 2009; SONDHI, 2010).

Outra classe de doencas que acomete individuos de todo o mundo sdo as “doencas
negligenciadas”, que ndo so prevalecem em condigdes de pobreza, mas também contribuem
para a manutencdo do quadro de desigualdade, ja que representam forte limitacdo ao

desenvolvimento dos paises.

O termo "doenca negligenciada™ data da década de 70 e refere- se a doencas causadas
por agentes infecciosos e parasitarios, esta ado¢do do adjetivo tomou como base o fato de
que tais enfermidades ndo despertam o interesse das grandes empresas farmacéuticas para a
producdo de medicamentos e vacinas. Além disso, a pesquisa neste setor ndo conta recursos
suficientes, o0 que gera a escassez dos métodos de profilaxia disponiveis em todo 0 mundo.
Dentre as doencas negligenciadas, as mais comuns sdo: dengue, doenca de Chagas,
esquistossomose, hanseniase, leishmaniose, malaria, tuberculose, entre outras. Segundo
dados da OMS, mais de um bilhdo de pessoas estdo infectadas com uma ou mais doencas
negligenciadas, o que representa um sexto da populacdo mundial (DECIT, 2010; SOUZA,
2010; INCT-IDN, 2013; ABC, 2013).

Dentre essa classe, a malaria tem se destacado por ser considerada uma das mais
graves infeccdes parasitarias da humanidade. E uma doenca cujos agentes etioldgicos s&o
protozoarios do género Plasmodium, transmitidos por mosquitos vetores do género
Anopheles. Quatro espécies podem produzir a infec¢do: Plasmodium falciparum,
Plasmodium vivax, Plasmodium malarie e Plasmodium ovale. A P. falciparum e a P. vivax,
sdo as mais comuns, sendo a primeira a mais letal. O Brasil é 0 pais que concentra 0 maior
numero de casos no continente americano, estimando-se a ocorréncia de mais de 300.000

casos anuais. E uma doenca de grande incidéncia, sendo também conhecida como
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paludismo, febre tercd (benigna ou maligna) febre quartd, tremedeira, batedeira ou,
simplesmente, febre (GOMES, 2011; WHO, 2013; FIOCRUZ, 2013).

De acordo com o exposto sobre tais implicacdes e o dificil tratamento de DCNT e
doencas negligenciadas, verifica-se a necessidade de desenvolvimento de novas formas de
tratamento mais eficazes, que poderiam consequentemente, decrescer o numero de casos
destas em todo o mundo. Dentre as opcdes de tratamentos farmacologicos, destacamos 0s
derivados acridinicos, que parecem ser eficazes e superarem mecanismos de resisténcia,

como também tém sido bastante aceito por ndo apresentarem efeitos toxicos severos.

Derivados acridinicos possuem suas atividades bem descritas na literatura, possuindo
atividades antitumoral, fungicida, antiparasitarias, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
analgésica, antimalarica, antiprion, anti-alzheimer, antileishmania e antitripanossomal
(MAUEL, et al., 1993; GAMAGE, et al., 1994; MAY, et al., 2006; FANG et al., 2008;
SONDHI et al., 2010; TOMAR et al., 2010; PRAJAPATI, et al., 2012; KUMAR et al,
2013).

A ideia de hibridacdo do ndcleo acridinico com grupamentos acilidrazonicos
substituidos surgiu devido a potencialidade bioldgica também documentada na literatura de
tais derivados como: leishmanicida, antiplaquetaria, anti-inflamatéria antimitética, antiviral,
antibacteriana, antifungica, antimalarica, entre outras (BARREIRO et al., 2002; CARDONA
et al., 2005; MELNYK et al, 2006; SALUM, 2011; TIAN et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2012; CACHIBA et al., 2012).

Diante desse quadro realizaram-se etapas de sintese, purificacdo e elucidacdo
estrutural de novos compostos acilidrazonicos-acridinicos hibridos, acompanhados por
ensaios in vitro visando a avaliacdo de seus potenciais antitumorais e antimalaricos. Assim,
visualiza-se a possibilidade de desenvolvimento de novas moléculas sintéticas
terapeuticamente Uteis, derivados acridinicos, que possam servir como novos agentes

terapéuticos mais eficazes e especificos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver novos derivados acilidrazonicos-acridinicos hibridos, através da
sintese e elucidacdo estrutural, e avaliar suas atividades antitumoral e antimalérica in

vitro visando obter potenciais agentes terapéuticos mais seguros, eficazes e potentes.
2.2 Objetivos especificos

v" Promover a sintese quimica de novos compostos derivados acilidrazonicos-
acridinicos;

v" Verificar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos sintetizados;

v Elucidar estruturalmente 0s novos compostos obtidos através de técnicas
espectroscopicas, como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN HY);

v' Avaliar a atividade antitumoral dos novos compostos frente a diferentes
linhagens celulares através do método do MTT;

v Avaliar a atividade antimalarica dos novos compostos frente a cepa resistente
W2 de P. falciparum;

v Determinar a toxicidade em células hospedeiras utilizando a linhagem de células
HepG2, assim como os efeitos hemoliticos em eritrocitos humanos nao

infectados e calcular o indice de seletividade celular;
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Doencas croénicas nao-transmissiveis (DCNT): cancer

As transformagdes sociais e econdémicas ao longo do tempo, as consequentes
alteracdes no estilo de vida das sociedades contemporéneas, como por exemplo, as
mudancas dos habitos alimentares, o aumento do sedentarismo, do estresse e da
expectativa de vida da populagéo, colaboraram para o avanco da incidéncia das DCNT
(OPAS, 2007).

Tais doencas, nas ultimas décadas passaram a liderar causas de morte em todo o
mundo, ultrapassando as taxas de mortalidade por doencas infecciosas e parasitarias
(DIP) (BOUSQUET; KHALTAEV, 2008). De acordo com o Instituto Nacional do
Céncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) (2011), seguindo tendéncia mundial,
notam-se, no Brasil, processos de transicdo que tém produzido importantes mudancas
no perfil das enfermidades que acometem a populacédo, observando-se, a partir dos anos
1960, que as DIP deixaram de ser a principal causa de morte, sendo substituida pelas
doencas do aparelho circulatério e pelas neoplasias, essa transicdo epidemioldgica, tém
como principal fator o envelhecimento da populacgéo, resultante do intenso processo de

urbanizacdo e das acGes de promocdo e recupera¢do da saude.

Dentre todas estas DCNT, o cancer € uma das mais devastadoras, pois mesmo
com o avan¢o da medicina e a cura para determinados tipos de céancer detectados
precocemente, outros ainda ndo tém cura, ou ainda, as células tumorais se tornam
resistentes aos farmacos disponiveis na clinica. Portanto, o tratamento para 0 mesmo
continua um desafio para gestores de satde publica, médicos e pesquisadores no mundo
inteiro (SILVA, 2003; MOURA, 2009; KUMAR et al., 2013).

A palavra cancer de origem latina (cancer) significando “caranguejo” deve ter
sido empregada em analogia a0 modo de crescimento infiltrante, que pode ser
comparado as pernas do crustaceo, que as introduz na areia ou lama para se fixar e
dificultar sua remocdo (INCA, 2012), sendo uma enfermidade caracterizada por

crescimento desordenado e descontrolado de algumas células, bem como por um desvio
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nos mecanismos de controle dos processos de proliferacdo e diferenciacdo celular e,
atualmente esta relacionada ao termo neoplasia maligna (ALMEIDA, 2005; SILVA,
2007; BRANDAO, 2010; INCA, 2011).

Seus fatores de risco podem ser encontrados no meio ambiente ou podem ser
hereditarios. A maioria dos casos (cerca de 80%) esta relacionado ao meio ambiente,
que se entende por ambiente em geral (agua, terra e ar), ocupacional (quando insalubre),
social e cultural (estilo e habitos de vida) e de consumo (alimentos, medicamentos,
dentre outros) (ALMEIDA, 2005; RUDDON, 2007; INCA, 2011).

Segundo o INCA (2011), o cancer é conhecido ha muitos séculos e foi
amplamente considerado como uma doenca dos paises desenvolvidos e com grandes
recursos financeiros. Ha aproximadamente quatro décadas, a situacdo vem mudando, e a
maior parte do oOnus global da doenca pode ser observada em paises em
desenvolvimento, principalmente aqueles com poucos e médios recursos.

De acordo com o Globocan, da Agéncia Internacional para a Pesquisa em
Cancer (IARC), da OMS, o nimero global de mortes por cancer aumentou para 8,2
milhGes, demonstrando assim sua expansdo nos paises em desenvolvimento, sendo 0s
casos de cancer de mama os que mais cresceram. Estima-se que 14,1 milhdes de pessoas
tenham desenvolvido cancer em 2012, e ainda espera-se que ocorra um aumento
substancial nos casos mundiais, podendo chegar a 19,3 milhdes em 2025,
acompanhando a expansdo e envelhecimento da populacdo (IARC, 2013), dados que
superam as expectativas apresentadas pelo INCA para o ano de 2030.

No Brasil, as estimativas da doenca para o ano de 2014 s&o de aproximadamente
580 mil casos novos. Os canceres mais incidentes na populacéo brasileira serdo pele ndo
melanoma (182 mil), prostata (69 mil); mama (57 mil); célon e reto (33 mil), pulmao
(27 mil), estdbmago (20 mil), e colo do utero (15 mil). Excetuando-se pele nédo
melanoma, a ocorréncia sera de 394.450 casos novos, sendo 52% em homens e 48,%
entre as mulheres (INCA, 2014).

Ha trés abordagens tradicionais para o tratamento do cancer: a cirurgia, a
radioterapia e a quimioterapia, porem & importante ressaltar que a quimioterapia é
normalmente usada com cirurgia e radioterapia. Alem disso, muitas vezes existe 0 caso

em que se utiliza a terapia de combinagdo (0 uso simultaneo de diversos farmacos
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anticancerigenos, com diferentes mecanismos de a¢do), tornando-se mais eficaz do que
0 uso de uma unica droga, tendo como vantagens o aumento da eficacia da acdo,
diminuicdo da toxicidade e evasdo de resisténcia aos medicamentos (PATRICK, 2013).

Assim, a quimioterapia é uma das formas de tratamento mais utilizadas e tem
como principal objetivo destruir células neoplasicas, preservando as normais, porém
nem sempre isto ocorre, pois a maioria dos agentes quimioterdpicos atua de forma néo
especifica, lesando também as células normais, particularmente as células de
crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunolégico,
explicando a maior parte dos seus efeitos colaterais como: nauseas, perda de cabelo e
maior susceptibilidade as infec¢des (ALMEIDA, 2005).

Os antineoplasicos sdo classificados de duas maneiras principais: de acordo com
sua estrutura quimica e funcdo em nivel celular e com a especificidade no ciclo celular
(BONASSA; SANTANA, 2005). Podendo ser divididos em ciclo-celular especificos
(CCS) por acdo metabdlica blogueadora da sintese de DNA e ciclo-celular néo-
especificos (CCNS) que interagem com o DNA por formacgdo de ligagdes cruzadas
(ALMEIDA, 2005).

Dentre os quimioterapicos mais utilizados, podemos classifica-los de forma
geral como:

v' Agentes alquilantes: mostardas  nitrogenadas, etileniminas e
metilmelaminas, alquil sulfonato, nitrosureias, triazenos e metais
pesados;

v' Antimetabolitos: analogo do acido félico, analogos das pirimidinas e
analogos das purinas;

v' Produtos naturais: alcaldides da Vinca (antimitéticos), taxanas
(promocdo de microtubulos), epipodofilotoxinas (complexacdo com
Topoisomerase Il e DNA), analogos da camptotecina (inibicdo de
topoisomerase 1), antibidticos, modificadores de resposta bioldgica e
enzimas;

v Miscelaneas: complexos de platina, ureia substituida, derivado de

metilidrazina, supressor adrenocortical e inibidor da tirosina quinase.
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Além do mais temos a presenca das terapias coadjuvantes com hormonios e a
imunoterapia que vem surtindo efeito significativo nos ultimos anos (CALABRESI;
CHABNER, 2003, WERMUTH, 2008; PATRICK, 2013).

Além destes existem outros farmacos para o tratamento do cancer, porém ainda
ndo tiveram seus mecanismos de acdo totalmente elucidados, contudo a resisténcia
celular a estes tratamentos, bem como os efeitos colaterais tem dificultado os mesmos,
sendo assim, € de suma importancia a busca por novos métodos de tratamento e
incremento de iniciativas urgentes, de modo a prevenir e controlar as DCNT, em

particular o cancer.
3.2 Doencas negligenciadas: malaria

Outra classe de doencas que vem acometendo a salde da humanidade sdo as
doencas negligenciadas, que sdo causadas por agentes infecciosos e parasitarios. A
OMS juntamente com a Organizagdo Médicos Sem Fronteiras propuseram as
denominacdes de “doengas negligenciadas” para se referir aquelas enfermidades,
geralmente transmissiveis, cuja ocorréncia se dd em maior nUmero nos paises em
desenvolvimento, como exemplos, podemos citar: dengue, doenca de Chagas,
esquistossomose, hanseniase, leishmaniose, malaria, tuberculose, entre outras. Existem
mais de um bilhdo de pessoas que estdo infectadas com uma ou mais doencas
negligenciadas, o que representa aproximadamente um sexto da populacdo mundial
(DECIT, 2010; SOUZA et al., 2010; GARCIA et al., 2011).

Dentre estas doencas, a malaria é a principal responsavel pelas altas taxas de
morbidade e mortalidade no mundo, e até os dias atuais continua sendo um dos
principais problemas de saude publica (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

O Relatério Mundial da Malaria de 2013 descreve que a malaria causou
aproximadamente 627 mil mortes e havia cerca de 207 milhGes de casos em 2012. A
doenca esta presente em aproximadamente 97 paises e territérios com transmissao
continua, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta, onde 35 paises
da Africa Central s3o os responséaveis pelo maior nimero de casos e 6bitos, sendo que
criangas com menos de cinco anos de idade e mulheres gravidas sdo mais severamente
afetadas. A OMS também estima que morre uma crianca a cada minuto de malaria na
Africa (WHO, 2013).
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No Brasil, incide predominantemente na Amazo6nia Legal, que engloba os
Estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Par4, Rondonia,
Roraima e Tocantins (GOMES et al., 2011; BRASIL, 2013).

E uma doenca infecciosa, causada por protozoarios pertencentes ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoea, ordem Eucoccidia, familia Plasmodiidae, sendo as
espécies P. falciparum, P. vivax, P. ovale e P. malariae as que mais comumente
parasitam o homem, mas no Brasil, a malaria humana esta relacionada principalmente
com as espécies P. vivax e P. falciparum, e so eventualmente a espécie P. malariae, e
sua transmissdo para 0 homem se da através de mosquitos do género Anopheles
(GOMES et al., 2011; PARISE; ARAUJO; CASTRO, 2012; TEIXEIRA, 2011; WHO,
2013).

Segundo Franca e colaboradores (2008), os protozoarios do género Plasmodium
tém um ciclo de vida dividido entre um hospedeiro vertebrado e um inseto vetor (figura
1). Os P. falciparum, vivax e ovale sdo parasitas exclusivos do homem enguanto que o
P. malariae seria capaz também de infectar chimpanzés em condi¢des naturais. O vetor
¢ sempre um mosquito fémea, do género Anopheles, embora das 380 espécies
conhecidas de mosquitos desse género, apenas 60 possam transmitir a doenca. As
manifestagdes clinicas da maléria, febres e calafrios, sdo associadas com a ruptura

sincronizada dos eritrdcitos infectados.
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Figura 1. Ciclo de vida das espécies de Plasmodium causadoras de malaria em humanos. Durante a

alimentacdo sanguinea, a fémea do mosquito Anopheles inocula o0s esporozoitas no hospedeiro humano
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(1). Os esporozoitas infectam as células do figado (2). Formando os esquizontes (3). A ruptura dos
hepatécitos leva a liberacdo dos merozoitas (4). Apds a replicacdo no figado, ciclo pré-eritrocitario (A).
Os parasitas sofrem multiplicacdo assexuada nos eritrdcitos, ciclo-eritrocitario (B). Os merozoitas
infectam as hemacias (5). O estagio de anel diferencia-se em trofozoito e esquizonte (6). Alguns parasitas
diferenciam-se em gametdcitos (7), os quais sao ingeridos pelo mosquito (8). No moquito a multiplicagao
é conhecida como ciclo esporogoénio (C). No estdbmago do mosquito, ocorre a geragao dos zigotos (9). Os
oocinetos (10) invadem a parede do estdbmago, em que é desenvolvido o oocisto (11). No oocisto sdo
produzidos os esporozoitas (12) os quais, sdo liberados migram até a glandula salivar, em que invadem
ativamente (Adaptado de FRANCA et al., 2008).

Assim, a malaria, dentre as doencas negligenciadas tem sido alvo de medidas
preventivas, devido o seu alto grau de complexidade, porém ainda é de suma
importancia buscar uma melhoria nas formas de tratamento mediante a resisténcia

apresentada pelo parasita as opcOes existentes.
3.3 Resisténcias a quimioterapicos antimaléricos e antitumorais

Um fato que favorece o aumento da morbidade e mortalidade da malaria no
mundo € a resisténcia-cruzada, e a resisténcia a cloroquina (CQR), bem como
resisténcias aos outros quimioterapicos ja existentes, como a mefloquina, quinina,
primaquina, mepacrina, exceto os derivados de artemisinina, além do uso incorreto que
aumentam a sua ineficiéncia (GUETZOYAN, 2009; KUMAR et al., 2009; VALDES,
2011; CALDERON; WILSON; GAMO, 2013).

Ja um dos maiores obstaculos para o sucesso da quimioterapia no tratamento de
alguns tipos de neoplasias € o desenvolvimento, por parte das células tumorais, do
fendmeno de resisténcia aos farmacos utilizados, ndo havendo resposta ao tratamento
em cerca de 90% dos casos principalmente de cancer metastatico (HUBER;
MARUIAMA; ALMEIDA, 2010).

Esta resisténcia ocorre ou porque as populacdes celulares desenvolvem nova
codificacdo genética (mutacdo) ou porque sdo estimuladas a desenvolver tipos celulares
resistentes ao serem expostas as drogas, o que lhes permite enveredar por vias
metabdlicas alternativas, através da sintese de novas enzimas, sendo também observada
nos casos em que o tratamento é descontinuado, quando a populacdo tumoral é ainda
sensivel as drogas, em que a quimioterapia é aplicada a intervalos irregulares e em

doses inadequadas. Este fenbmeno € denominado "resisténcia a multiplas drogas”
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(MDR) e esté relacionado a diminuicdo da concentracdo intracelular do quimioterapico
e a presenca de uma glicoproteina, ligada & membrana plasmaética, a glicoproteina 170-P
(HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010; INCA, 2013).

Desta forma, a descoberta e o desenvolvimento de novas drogas que sejam
capazes de superar esses mecanismos, tornam-se cada vez mais eminente, e nesse
contexto, o0s derivados acridinicos como N-[2-(dimetilamino)etil]acridina-4-
carboxamina (DACA) e seus analogos estruturais representam uma classe de agentes
intercaladores de DNA com atividade inibitéria frente a enzimas reguladoras do
processo de transcricdo, topoisomerases | e Il, apresentam um amplo espectro de
atividade frente a tumores sélidos em modelos animais e aparentam ndo serem
relativamente afetadas pelo fendmeno de MDR mediada pela glicoproteina-P devido a
sua alta lipolificidade (ATWELL, 1987; SCHNEIDER et al., 1988; BAGULEY, 1995).

A busca por novos farmacos que possam ser utilizados como alternativos aos ja
existentes no mercado tém sido motivados muitas vezes pela resisténcia dos
microrganismos e células tumorais as drogas existentes, principalmente em paises em
desenvolvimento e para a busca de tais farmacos utilizamos as ferramentas disponiveis
pela quimica medicinal, baseando-se nos principios do bioisosterismo e hibridagédo

molecular de forma a desenvolver novas alternativas terapéuticas.

3.4 A importancia da quimica medicinal na pesquisa de novos agentes com

atividade antitumoral e antimalarica

A Quimica Medicinal é uma area baseada na quimica, envolvendo aspectos das
ciéncias bioldgicas, médica e farmacéutica, cuja missao é o planejamento, descoberta,
invencdo, identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos (prot6tipos), o
estudo do metabolismo, interpretacdo do mecanismo de acdo a nivel molecular e a
construcdo das relacdes entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica (SAR)
(LIMA, 2007; BARREIRO, 2009).

Também estuda as razdes moleculares da acdo dos farmacos de maneira a
descrever a relagdo entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica,

hierarquizando as diferentes contribuigdes funcionais. No contexto inverso, inclui-se o
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planejamento e o desenho estrutural de novas substéncias que possuam propriedades
farmacoterapéuticas Uteis, capazes de representarem novas entidades quimicas,

candidatas a prototipos de novos farmacos de uso seguro (BARREIRO, 2009).

A busca por novos farmacos mais eficazes e potentes € um desafio dos quimicos
medicinais, que através de estruturas ja conhecidas ou do conhecimento de alvos
bioldgicos, buscam a obtencéo de novas entidades quimicas para superar as dificuldades
das existentes, que a cada dia tornam-se mais amplas devido as mudancas ocorridas no
perfil da humanidade, bem como devido as resisténcias aos tratamentos.

Salienta-se que o0 sucesso nesta area depende do trabalho conjunto entre varios
profissionais, incluindo bidlogos, médicos, quimicos, farmacéuticos, entre outros
(CALIXTO; SIQUEIRA-JUNIOR, 2008; BARREIRO, 2009).

J& a busca por medicamentos anticancerigenos através da quimica medicinal tem
aumentado com objetivo de encontrar tratamentos mais efetivos e seletivos, ou que
visem a descoberta de novas estratégias que impecam o avanco da doencga. Baseadas em
avancos significativos na biologia do cancer, as pesquisas buscam moléculas que atuem
com mecanismos especificos para cada tipo da enfermidade, como inibicdo da
polimerizagdo da tubulina, atuacdo no DNA, bloqueadores enzimaticos ou de microtu-
bulos celulares (BRANDAO et al., 2010).

Outro aspecto relevante a se considerar no desenvolvimento de novos farmacos
sdo as doencas negligenciadas ou doencas tropicais, que ndo dispdem de tratamentos
eficazes, uma vez que os conhecimentos produzidos ndo sdo revertidos em novas
ferramentas terapéuticas para as pessoas afetadas (SILVA, 2007; SOUZA, 2010). Sendo
assim de suma importancia que haja investimentos na inovagdo terapéutica para
melhorar o tratamento destas doencas, em especial a malaria, que possui escassez dos
métodos de profilaxia disponiveis em todo o0 mundo (DIAS; DESSQY, 2009; GUIDO;
ANDRICOPULOQO; OLIVA, 2010).

Os esforgcos para descoberta devem estar focados em identificar novos
medicamentos que sejam estruturalmente distintos dos atuais e possuam um novo

mecanismo antimalarico de agdo, que atue eficazmente contra as cepas MDR existentes
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e, em particular, que evitem a resisténcia cruzada (CALDERON; WILSON; GAMO,
2013).

Uma ferramenta util no planejamento molecular é a estratégia de hibridacdo
molecular de um composto-prototipo, baseada na combinacdo de determinadas
caracteristicas estruturais de diferentes substancias bioativas para produzir um novo
composto hibrido que possua melhor afinidade e eficacia, quando comparado com seus
precursores, podendo resultar ainda, em um composto que apresente perfil de
seletividade modificado, diferentes e/ou duais modos de agdo e diminuicdo de efeitos
colaterais indesejados (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Sendo assim, a importancia da quimica medicinal estd totalmente intrinseca na
pesquisa de novos agentes terapéuticos com atividades antitumoral e antimalérica, visto

que utilizando tais ferramentas poderemos torna-los mais eficazes e promissores.

3.5 Derivados acridinicos e derivados acilidrazénicos com atividade antitumoral e
antimaldrica.

A acridina € uma classe conhecida desde o século XIX, quando alguns de seus
derivados foram desenvolvidos como pigmentos e corantes. As origens de seus
inimeros representantes podem ser diversas, sendo obtidos de fonte natural (planta ou
organismo marinho) ou, primordialmente, sintética. Desde a Primeira Guerra Mundial
suas propriedades bioldgicas sdo descritas, as quais foram avaliadas em infeccdes
provocadas por bactérias, protozoarios e também em modelos experimentais de cancer
(BELMONT et al., 2007).

Derivados acridinicos sdo compostos caracterizados por apresentarem um
sistema policiclico planar, formado por trés ou quatro anéis e um ou dois grupos
substituintes flexiveis (figura 2) (SANCHEZ, et al., 2006).

Figura 2. Estrutura do nucleo acridinico.
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Cada vez mais estudos revelam que essa classe possui atividades promissoras
para a inovacao terapéutica. Pode-se entdo demonstrar sua viabilidade sintética, onde
Barros e colaboradores (2012) sintetizaram novos derivados tiazolidinicos-acridinicos e
avaliaram seu potencial citotdxico. A 9-metil-acridina foi preparada atraves da reacdo
com difenilamina e cloreto de zinco em acido acético. Subsequentemente, a oxidacdo da
mesma com clorocromato de piridinio, resultando a 9-acridinaldeido como ja relatado
na literatura (TSUGE et al., 1963; MOSHER; NATALE, 1995) (esquema 1).

NCCH,COOCH,CHj
RCgH4CH,CI J

COOCH,CHg

N

EYSoe *@3\

3

9 R=CH; 10 R=Br 11 R=CI 12 R=F

Esquema 1. Rota sintética envolvendo a preparacao de derivados tiazolidinicos- acridinicos.

O interesse clinico do uso de derivados acridinicos se deu por volta de 1888,
quando Auclert foi encarregado a encontrar o uso médico da 3-amino-9-amino-fenil-
acridina (figura 3), e em suas pesquisas descobriu que tal composto apresentava
propriedades farmacoldgicas similares as quininas e alguns alcalodides.

NH,

Figura 3. Estrutura da 3-amino-9-aminofenil-acridina.
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Apenas em 1913 Browning descobriu a acdo antibacteriana da proflavina e
acriflavina (figura 4), e a partir de entdo esses compostos foram introduzidos na prética
médica principalmente no periodo da Primeira Guerra Mundial (ALBERT, 1966).

\ \
/ +
HoN N NH, HoN T NH,

@ () CHs

Figura 4. Estrutura dos antibacterianos (a) proflavina e (b) acriflavina.

Entretanto foi apenas na década de 1970, que surgiu o primeiro derivado
anilinoacridinico, desenvolvido por Denny e colaboradores, a Amsacrina (N-[4-(acridin-

9-il-amino)-3-metoxi-fenil]-metanosulfonamida — m-AMSA) (figura 5).

HsCO NH$<<OCH3
o}
T
A
(I

Figura 5. Estrutura da Amsacrina (m-AMSA)

Em 1976, a m-AMSA foi uma das pioneiras no tratamento contra leucemia
promielocitica, sendo o primeiro fArmaco no qual o seu modo de acdo foi previsto como
uma interacdo com o complexo DNA-Topoisomerase Il (DENNY, 2004; CHILIN, et
al., 2009).

Amsacrina ainda continua sendo utilizada no tratamento de leucemias agudas e
linfomas, mas é ineficaz em tumores solidos, seu uso clinico generalizado tem sido
limitado por problemas, tais como efeitos secundarios, a resisténcia, e a pobre
biodisponibilidade dos medicamentos, que incentivaram a nova alteracdo estrutural

destes compostos derivados do nucleo acridinico (BARROS et al., 2012).

Moura (2009), verificou o potencial antitumoral dos derivados isoquinolinicos

acridinicos,  4-acridin-9-il-metileno-4H-isoquinolina-1,3-diona e  4-acridin-9-il-



32

metileno-2-benzil-4H-isoquinolina-1,3-diona (figura 6), frente as células tumorais HL-
60 na dose de 25 ug/mL que foram capazes de inibir 97 e 99% do crescimento celular
respectivamente, resultado considerado satisfatorio quando comparado ao composto
protétipo testado na mesma dose, a amsacrina, que apresentou 100% de inibicao.

@ (b)

Figura 6. Estrutura da 4-acridin-9-il-metileno-4H-isoquinolina-1,3-diona (a) e 4-acridin-9-il-metileno-2-

benzil-4H-isoquinolina-1,3-diona (b).

Sondhi e colaboradores (2010) fizeram a condensacao de 9-cloro-2,4-acridinas
ndo substituidas com varias aminas e 9-isotiocianato-2,4-acridinas ndo substituidas com
diferentes aminas e avaliaram sua atividade antitumoral. Os compostos N-(3-(1H-
imidazol-1-il)propil)-4-metoxiacridin-9-amina (30), N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-4-
metoxiacridin-9-amina (3m) e 1-(2-(1H-indol-3-il)etil)-3-(4-metilacridin-9-il)tiourea
(5g9) (figura 7) exibiram melhor atividade contra as linhagens celulares de mama (MCF-
7), figado (HEP-2), coélon (COLO-205, 502713, HCT-15), pulmdo (A-549) e
neuroblastoma (IMR-32).

59

Figura 7. Estrutura dos compostos 3g, 3m e 5g.
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Pérez e colaboradores (2013) sintetizaram e avaliaram o potencial antimalérico
in vitro de 9-(N-cinnamo-il-butil)-aminoacridinas, estas foram sintetizadas reagindo 9-
cloroacridina com butano-1,4-diamina, depois foi condensado com o &cido cinamico
através de um método padrdo de acoplamento de peptideos, como demonstrado no
esquema 2, utilizando N,N-dimetilformamida (DMF) como solvente. Dois de seus
derivados mais ativos apresentaram atividade in vitro contra Plasmodium berghei,
maior que a primaquina, utilizada como droga padrdo. Além do mais, 0s composto néo
sdo toxicos para as celulas hepaticas humanas em concentragdes até 5uM, sendo que o
composto N-[4-(acridin-9-il-amino)-butil]-3-(4-metoxi-fenil)-acrilamida (6d)
apresentou melhor relagdo atividade/citotoxicidade em uma concentragao de 3uM (ICsp
138+2).

NH/\/\/ \ /'\
A R
NH
HZN/\/\/ 2
T TBTUIDIEA
rt, 24h
X \' R

NH/\/\/

N
P (6)

Esquema 2. Rota sintética envolvendo a preparacdo de derivados da 9-(N-cinnamo-il-
butil)aminoacridina.

Os derivados acilidrazénicos também se mostram como uma importante classe
de compostos quimicos sintéticos, uma vez que também suas diversas atividades

bioldgicas j& foram descritas na literatura (ALI, 2012).

As hidrazonas sdo bases Schiff pertencentes a uma classe de compostos
caracterizada por conter o esqueleto RIR2C=N-NR3R4 (figura 8) e que apresentam
uma variedade de aplicagbes quimicas e farmacoldgicas (PARRILHA, 2012). A
funcionalidade hidrazona consiste no grupo farmacoférico de inimeras substancias
(ALMEIDA et al., 2002).
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Figura 8. Esqueleto hidrazonico.

Cui e colaboradores (2010) sintetizaram derivados acilidrazénicos e avaliaram
sua atividade antitumoral, descobrindo uma excelente seletividade do composto (E)-2-
hidroxi-benzaldeido-5-(2,4-difluoro-fenil) -2-hidrazona furoil (figura 9).

HO

Figura 9. Estrutura do derivado acilidrazonico (E)-2-hidroxi-benzaldeido-5-(2,4-difluoro-fenil) -2-

hidrazona furoil com atividade antitumoral.

Kumar e colaboradores (2012) sintetizaram varios bis(indolil) baseados em

hidrazonas, ativos contra varias linhagens de células tumorais (figura 10).

H— N / H/N / OCH:

Figura 10. Derivados acilidrazdnicos com potencial atividade antitumoral.

Os derivados acilidrazénicos também ja tiveram o potencial de atividade
antimalarica descrito na literatura (figura 11a) (IFA et al., 2000; MELNYK et al., 2006).
Bem como, derivados acridinilhidrazdnicos foram relatados como potenciais agentes

antimalaricos frente a cepas de P. falciparum resistentes a cloroquinas (figura 11b)
(GEMMA et al., 2006).
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Figura 11. Derivado acilidrazdnico (a) e acilidrazénico-acridinico com atividade antimalarica (b).

Segundo Zampirolli (2009), compostos hidrazonicos tém tido destaque nas
ultimas décadas por apresentarem acao contra diferentes tipos de patologias, chamando
atencdo, passando a serem sintetizados em larga escala.

No Brasil, alguns nicleos de pesquisa vém trabalhando na busca por novos
farmacos derivados da N-acilidrazona, dentre eles, o grupo do Instituto de Tecnologia
em Farmacos, da Fiocruz — RJ, e o do Laboratério de Avaliacdo e Sintese de
Substancias Bioativas (LASSBio), da UFRJ (BARREIRO, 2013).

Diante desse exposto, e em meio a necessidade da busca de novos farmacos com
atividade antitumoral e antimalarica, bem como da grande potencialidade biol6gica que
compostos contendo porcdes acilidrazonicas e aneis acridinicos possuem, nosso intuito
foi desenvolver novos derivados hibridos acilidrazénicos-acridinicos que possam ser
eficazes tanto para o tratamento de infecgdes parasitarias, como também para doencas

neoplasicas.
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4. METODOLOGIA

4.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

As sinteses dos derivados acilidrazénicos-acridinicos foram realizadas de acordo
com a via plena convergente, onde se realizou separadamente a obten¢do do nucleo
acridinico e paralelamente foram obtidos todos os intermediarios acilidrazonicos para

serem acoplados ao anel acridinico, obtendo-se assim os compostos finais (esquema 3).

o) (o]
NH. N—
2\,\‘/ 2 X gj\N/ _/R
H H
CN AcOH P CN \ /
TA. EtOH

R=H

4-Cl

4-F
60°C 4-CH,

4-OCH,
H 4-NO
S /N o 2
/ N

EtOH Et;N

aldeido aromatico =
EtOH benzaldeido
Et.N 4-clorobenzaldeido
3 4-flGorbenzaldeido
60°C p-tolualdeido

4-metoxibenzaldeido
acridina-9-carboxaldeido

= aldeido aromatico

Esquema 3. Esquema reacional de obtencéo dos derivados acilidrazdnicos-acridinicos.
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4.1.1 OBTENCAO DO NUCLEO ACRIDINICO (esquema 4)

4.1.1.1 Sintese da 9-metil-acridina (ACp:-RI): Para obtencdo da 9-metil-acridina
foram utilizados 2,5 g (14,7 mmols) de difenilamina, 3 mL de AcOH (4cido acético) e
10 g (73,4 mmols) de ZnCl; (cloreto de zinco), que foram aquecidos a uma temperatura
de 220°C, durante 8 horas. A mistura reacional foi tratada inicialmente com uma
solucdo recém-preparada de H,SO, (acido sulfarico) a 10% e, em seguida, alcalinizada
através da adicéo de uma solugdo de NH4OH (hidroxido de amonia) a 30%. A 9-metil-
acridina foi isolada atraves de uma extracdo com ACOEt (acetato de etila), e
concentrada a secura em rotaevaporador a uma temperatura de 50°C. O produto obtido
foi purificado através de cromatografia flash em silica gel 60, utilizando como sistema
de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3.

4.1.1.2 Sintese da acridina-9-carboxaldeido (ACo,-RI):

Procedimento 1° etapa: Dentro de um baldo de 50 mL foi adicionado uma solucgéo de
1g da 9-metil-acridina (1 equivalente) em 10 mL de EtOH (etanol), sob agitacdo. Em
sequida foi adicionado (1,25 equivalente) da N,N-dimetilnitrosoanilina, sob refluxo,
aqueceu-se até 78°C, por 8 horas. Filtrou-se ainda quente e o precipitado foi lavado com
EtOH quente (3x5 mL). Apds a lavagem com o EtOH, o produto estava praticamente

puro, sendo utilizado na proxima etapa.

Procedimento 2° etapa: Em um baldo de 100 mL foi adicionado 500 mg do produto
obtido na primeira etapa em 15 mL de HCI (acido cloridrico) a 6M durante 5-6 horas
sob refluxo (75-78°C) e forte agitacdo. Em seguida o produto foi resfriado a
temperatura ambiente e filtrado, sendo o precipitado lavado com HCI 2M. Apds isso o
precipitado foi colocado em um baldo com &gua destilada (25-30 mL), sob agitacdo em
banho de gelo, por aproximadamente 10 minutos, apds foi adicionado,
compassadamente, Na,CO3 (carbonato de sodio) ou NaHCOj3 (bicarbonato de sddio) até
pH entre 7 e 8. O aldeido foi extraido com CH,ClI, (diclorometano) e a fase aquosa foi
saturada com uma solucdo de NaCl (cloreto de sddio). A fase organica foi seca com

Na,SO, (sulfato de sddio), e evaporado a secura em rotaevaporador.
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Esquema 4. Esquema reacional de obtencéo da acridina-9-carboxaldeido em trés etapas.

4.1.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS ACILIDRAZONICOS-ACRIDINICOS

A sintese dos derivados acilidrazdnicos-acridinicos foi realizada através de duas
etapas reacionais diferentes, sendo assim designadas em duas séries, tdo somente pela
diferente forma de obtencdo dos seus intermediarios, sendo estas: a série AMAC e a
série AMTAC.

4.1.2.1 Obtencéo da série AMAC:

Para obtencdo dos compostos da série AMAC, obteve-se um Unico intermediario
(AMAC,), este foi obtido através da reacdo de condensacdo da 2-cianoacetohidrazida
com a acridina-9-carboxaldeido, onde em seguida condensou-se este intermediario com
diferentes aldeidos aromaticos substituidos, obtendo-se os compostos finais da série
AMAC.
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4.1.2.2 Obtencao do intermediério da serie AMAC:

Para obtengdo do intermediario (AMACy1), seguiu-se 0 seguinte padréo
reacional: Em um bal&o de fundo redondo adicionou-se a 2-cianoacetohidrazida e em
seguida o EtOH para solubiliza-la, apds adicionou-se a acridina-9-carboxaldeido, todos
em quantidades equimolares. Compassadamente adicionou-se 20 gotas de AcOH como
catalisador da reacdo, sob agitacdo e temperatura ambiente (esquema 5). Apds 30
minutos observa-se a precipitacdo dos cristais, bem como a total mudanca de coloracao
da reacdo. Acompanhou-se por CCD (Cromatografia em Camada Delgada), constatado
o término da reacdo, verificou-se que a reacdo durou cerca de 4 horas. O precipitado
formado foi filtrado e lavado com EtOH, obtendo-se os cristais puros, onde estes foram

colocados na estufa e posteriormente determinadas suas caracteristicas fisico-quimicas.

CN

. \
8l\H N EtOH
——
cN AcOH
TA.

Esquema 5. Esquema reacional de obtencéo do intermediario dos derivados acilidrazonicos-acridinicos
da série AMAC.

4.1.2.3 Obtencédo dos derivados acilidrazénicos-acridinicos da série AMAC:

Para obtencgdo dos derivados acilidrazénicos-acridinicos da série AMAC, seguiu-
se 0 seguinte padrdo reacional: Em um bal&@o de fundo redondo adicionou-se 0 AMAC;
e em seguida o EtOH para solubiliza-la, apds adicionou-se diferentes aldeidos
aromaticos, todos em quantidades equimolares. Compassadamente adicionou-se de 20
gotas de EtsN (trietilamina), como catalisador da reacdo, sob agitacdo e refluxo de
aproximadamente 60°C (esquema 6). Acompanhou-se por CCD, constatado o término
da reacdo, verificou-se que a reagdo durou cerca de 6 horas. O precipitado formado foi
filtrado e lavado com EtOH, obtendo-se os cristais puros, onde estes foram colocados na

estufa e posteriormente determinadas suas caracteristicas fisico-quimicas.
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aldeido aromético aldeido aromatico =
benzaldeido
EtOH 60°C  EtN 4—c|9robenzalde'ido
4-flaorbenzaldeido
p-tolualdeido

4-metoxibenzaldeido
acridina-9-
carboxaldeido

NC aldeido aromatico

Esquema 6. Esquema reacional de obtencdo para os derivados acilidraznicos-acridinicos da série
AMAC.

4.1.2.4 Obtencdo da série AMTAC:

Para obtencdo dos compostos da série AMTAC, obteve-se diferentes
intermediarios, estes foram obtidos através da reacdo de condensacdo da 2-
cianoacetohidrazida com diferentes aldeidos aromaticos substituidos, onde em seguida
0s condensou-se com a acridina-9-carboxaldeido, obtendo-se os compostos finais da
série AMTAC.

4.1.2.5 Obtencédo dos intermediarios da série AMTAC:

Para obtencdo dos intermediarios, seguiu-se o seguinte padrao reacional: Em um
baldo de fundo redondo adicionou-se a 2-cianoacetohidrazida e em seguida o EtOH para
solubiliza-la, ap6s adicionou-se diferentes aldeidos aromaticos, todos em quantidades
equimolares. Compassadamente adicionou-se 20 gotas de AcOH, sob agitacdo e
temperatura ambiente (esquema 7). Apés 30 minutos observa-se a precipitacdo dos
cristais bem como a total mudanca de coloragdo da reacdo. Acompanhou-se por CCD,
constatado o término da reacgdo, verificou-se que a reacdo durou cerca de 6 horas. O
precipitado formado foi filtrado e lavado com EtOH, obtendo-se os cristais puros, onde
estes foram colocados na estufa e posteriormente determinadas suas caracteristicas

fisico-quimicas.



41

o,
X
o
NH, EtOH T.A.
N . o~ R _
H / R=H
AcOH 4-Cl
CN = ar

4-CH,
4-OCH,
4-NO,

Esquema 7. Esquema reacional de obtencdo dos intermediarios dos derivados acilidrazénicos-acridinicos
da série AMTAC.

Porém para a obtencdo do intermediario ciano-aceto-ciclohexil-metileno-
hidrazida (CCH), utilizamos a metodologia acima citada, entretanto ao invés do aldeido
aromatico substituido foi utilizado a ciclohexanona como substrato, de acordo com o
esquema 8.

b e e

Esquema 8. Esquema reacional de obtencdo do intermediario CCH, de um derivado acilidrazonico-
acridinico da série AMTAC.

4.1.2.6 Obtencao dos derivados acilidrazdnicos-acridinicos da série AMTAC:

Para obtencdo dos derivados acilidrazénicos-acridinicos da série AMTAC,
seguiu-se 0 seguinte padrdo reacional: Em um bal&o de fundo redondo adicionou-se 0s
diferentes intermediarios e em seguida o EtOH para solubiliza-los, ap6s adicionou-se a
acridina-9-carboxaldeido, todos em quantidades equimolares. Compassadamente
adicionou-se de 20 gotas de Et3N, sob agitacdo e temperatura aproximada de 60°C em
refluxo (esquema 9). Acompanhou-se por CCD, constatado o término da reacao,
verificou-se que a reacdo durou cerca de 6 horas. O precipitado formado foi filtrado e
lavado com EtOH, obtendo-se os cristais puros, onde estes foram colocados na estufa e

posteriormente determinadas suas caracteristicas fisico-quimicas.
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60°C

Et;N

N/N\

Esquema 9. Esquema reacional de obtencdo dos derivados acilidrazdnicos-acridinicos da série AMTAC.

Entretanto para a obtencdo do 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-ciclohexilideno-
hidrazida (AMTACs) utilizamos o intermediario CCH, seguindo a mesma metodologia

acima citada, representado no esquema 10.

o
N
%N/ \ \O EtOH 60°C
H
CcN + \ Et3N
N \

\ o CN H N\
N\

Esquema 10. Esquema reacional de obtencdo do derivado acilidraz6nico-acridinico, AMTACs, da série
AMTAC.

4.1.2.7 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Todos os compostos depois de sintetizados tiveram suas caracteristicas fisico-
quimicas determinadas, que se fazem saber: aparéncia, solubilidade, calculo do fator de
retencdo (Ry), faixa de fuséo (F.F). E por ultimo, alguns dos compostos tiveram suas
estruturas elucidadas através de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN *H).
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O rendimento dos compostos foi calculado, pesando-se a massa do produto
obtido em gramas e em seguida calculado o nimero de mols referente & massa atraves
da férmula n® = m/PM. Por fim foi calculada a percentagem de rendimento pela

férmula;

numero de mols do produto obtido x 100 _

nimero de mols do produto de partida

4.1.2.7.1 Pesagem dos reagentes e compostos

Para a pesagem dos reagentes e compostos foi utilizada uma balanca analitica
com cinco casas decimais SHIMADZU, modelo AUW220D.

4.1.2.7.2 Faixa de fusao

As faixas de fusdo das moléculas sintetizadas foram determinadas através do

aparelho Quimis® Modelo Q-340M e nédo foram corrigidas.
4.1.2.7.3 Cromatografia em Camada Delgada:

As cromatografias analiticas em camada delgada foram efetuadas em placas
FLUKA Analytical silica gel de 0,2mm de espessura com indicador fluorescente de

254nm. As revelagdes foram feitas por luz ultravioleta (254 ou 365nm).

4.1.2.7.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN
1
H):

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio foram obtidos
em espectrometro: Bruker Avance de 400 MHz, Ultrashield e o tratamento dos

espectros foi feito no software MestReC 4.8.6.0.

4.1.2.7.5 Célculo do Log de P
O calculo do Log de P foi realizado através do programa ChewDram Ultra®,
sendo este o Log de P tedrico, calculado pelo programa a partir de cada estrutura das

novas moléculas sintetizadas.
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4.2 AVALIACAO ANTITUMORAL

A avaliacdo antitumoral foi realizada pelo Laboratorio de Bioensaios para
Pesquisa de Farmacos e Laboratorio de Cultura de Células - Departamento de

Antibidticos na Universidade Federal de Pernambuco em Recife.

4.2.1 Avaliacédo citotoxica

A citotoxicidade dos compostos foi mensurada através de um rapido ensaio
colorimétrico baseado na utilizacdo do sal de tetrazélio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil brometo de tetrazolina), primeiramente descrito por Mosmann em 1983 (com
modificacdes) que avalia a viabilidade e proliferacdo celular pela atividade enzimatica
das desidrogenases - enzimas associadas com o reticulo endoplasmatico e a mitocondria
(MOSMANN, 1983; FOTAKIS; TIMBRELL, 2006). As células viaveis sdo capazes de
converter o MTT amarelo, pela clivagem do anel do tetrazolio, a cristais de formazan
azul-purpura insoltveis que precipitam no citosol da célula. A posterior lise celular faz
com que estes sais de formazano sejam liberados. O numero de células viaveis é
diretamente proporcional a formacdo de cristais azul-purpura de formazano
(SCHERLIESS, 2011). A deteccdo e quantificacdo dos cristais de formazano sao

realizadas por espectrofotometria.

4.2.2 Linhagens utilizadas para a avaliacéo citotoxica

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram HT-29 (cancer de
colén) mantidas em meio de cultura DMEM, HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e
MCF-7 (céncer de mama) mantidas em meio de cultura RPMI. Os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibidtico (penicilina
e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umida

enriquecida com 5% de CO,,

4.2.3 Ensaio para a avaliagéo citotoxica
As células HT-29, MCF-7 (10° células/mL) e HL-60 (0,3 x 10° células/mL)
foram plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas por 24h. Em seguida os

compostos dissolvidos em DMSO (1%) foram adicionados aos po¢os em concentragéo



45

final de 50 pg/mL. Apds 72 h de reincubacgéo foi adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL).
Apos 3 h de incubagdo, o meio de cultura com o MTT foi aspirado e 100 pL de DMSO
foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi medida em um leitor de microplacas no

comprimento de onda de 560 nm.
4.2.4 Andlise de dados

Os experimentos foram realizados em triplicata e a percentagem de inibicéo foi

calculada no programa GraphPad Prism 5.0.

4.3 AVALIACAO ANTIMALARICA

Os testes de atividade antimalarica foram realizados no Laboratério de
Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPgGM), da Fiocruz-BA.

4.3.1 Atividade Anti- P. falciparum:

A cepa W2 de P. falciparum, foi mantida em cultura continua de eritrécitos
humanos (do grupo sanguineo O), utilizando o meio RPMI 1640 suplementado com
10% de plasma humano. Parasitas cultivados a 1-2% e parasitemia de 2,5% do
hematdcrito foram distribuidas em placas de 96 pocos de cultura e incubou-se com 0s
compostos (previamente diluido com 4% de DMSO e meio de cultura). Ap6s 24h de
incubacdo, a [*H]-hipoxantina foi adicionada, a placa foi incubada novamente e os
parasitas foram colhidos utilizando um coletor de células para quantificagdo da
incorporacdo de [®H]-hipoxantina num contador de radiacdo-B. A inibicdo do
crescimento do parasita foi avaliada por comparacdo com a absor¢do da [*H]-
hipoxantina contra parasitas tratados e ndo tratados ap6s 24 horas de incubacdo. Cada
composto foi testado inicialmente a uma concentracdo de 10 uM, em triplicata, e 0s
valores de ICs, foram calculados de concentragdo em triplicata usando diferentes

concentragdes. A mefloquina (Mfq) foi utilizada como droga padréo.
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4.3.2 Ensaio de hemodlise

A atividade hemolitica dos compostos foi ensaiada em eritrocitos humanos
frescos (tipo O™). As células foram lavadas trés vezes em solugéo salina tamponada com
fosfato e 100 pl desta suspensdo (1% hematocrito) foi distribuido em cada cavidade de
uma placa de 96 pogos. Depois, com 100 ul de cada composto (acridinas), previamente
dissolvido em tampdo fosfato salino, foram adicionados em triplicata a placa e incubou-
se durante 1 hora. Saponina (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada como farmaco
hemolitico a 1% v/v. Apos a incubacdo, as amostras foram centrifugadas (1500 rpm
durante 10 minutos), e 100 ul de cada sobrenadante foi transferido para outra placa de
microtitulo. A saida da hemoglobina foi monitorizada por medicdo da absorbancia a 540
nm num espectrofotdmetro. A percentagem de hemolise foi calculada da seguinte

maneira:

absorbancia da amostra — absorbancia do branco

Bphemaolise = — -
absorbancia do controle com saponina

4.3.3 Toxicidade celular

As células HepG2 foram mantidas em vermelho-fenol livre em meio RPMI-
1640 contendo 10% de soro fetal bovino e 50 pg mL™ de gentamicina. As células foram
semeadas em placas de 96 poc¢os (104 células / pogo em 100 pl de meio). Apés 24
horas, 0os compostos, previamente diluido em meio RPMI-1640 foram adicionados, em
cinco concentracdes em triplicata, e a placa foi incubada durante 72 horas a 37°C e 5%
de CO,. Apos este periodo, 20% de azul de Alamar foram adicionados a cada poco e a
placa foi incubada durante 24 horas. A absorbancia a 570 e 600 nm foi medida.
Controles com células tratadas e ndo tratadas foram executados em triplicata na mesma

placa.

4.3.4 Andlise de dados

Os experimentos foram realizados em triplicata e a percentagem de inibigéo foi

calculada no programa GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PARTE QUIMICA

Depois de sintetizados, todos os derivados foram purificados por diferentes
métodos, a depender do composto, incluindo: lavagem sucessivas com solvente,

recristalizacdo usando co-solventes, e técnicas cromatogréaficas de coluna.

A acridina-9-carboxaldeido foi sintetizada através de trés etapas reacionais, suas
caracteristicas fisico-quimicas se encontram dispostas na tabela 1.

TABELA 1. Intermediarios e acridina-9-carboxaldeido sintetizados e suas respectivas caracteristicas

fisico-quimicas.

Molécula Aparéncia PM Rend % FF (°C) R¢ FM

ACy-RI P6 amarelo 193 60 115-117 0,5 CiHiN
ACp- R P6 marrom 311 75 218-220 0,59 CyHigN,
ACy-RI P6 amarelo 207 72,04 139-144 0,59 CiaHgNO

F.F. — Faixa de fusdo, R — Fator de reten¢éo, PM — Peso molar, FM — Férmula molecular, Rend% - Rendimento (%).

A acridina-9-carboxaldeido (anexo 8 - figura 2) apresentou rendimento de
72,04% e faixa de fusdo com oscilacdo de 5°C, bem como seu Ry (fator de retencédo) foi
0,59 no sistema n-hexano/AcOEt 6:4, considerado satisfatério. O composto foi obtido
na forma de pé amorfo amarelo (tabela 1).

Foram sintetizados oito intermediérios acilidrazénicos, sendo um da série
AMAC, 2-ciano-acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMAC,;) e 0s sete restantes da série
AMTAC, que foram: ciano-aceto-(4-cloro-bezilideno)-hidrazida (AMCI), ciano-aceto-
(4-fluor-bezilideno)-hidrazida  (AMF),  ciano-aceto-(4-nitro-bezilideno)-hidrazida
(AMN), ciano-aceto-(4-metil-bezilideno)-hidrazida (AMP), ciano-aceto-(4-metoxi-
benzilideno)-hidrazida (AMT), ciano-aceto-benzilideno-hidrazida (AMZ), e ciano-
aceto-ciclohexil-metileno-hidrazida (CCH) (anexo 8 — figuras 03 a 10). Todas as

caracteristicas fisico-quimicas destes compostos se encontram dispostas na tabela 2.
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TABELA 2. Intermediarios acilidrazonicos sintetizados e suas respectivas caracteristicas fisico-quimicas.

Molécula Aparéncia PM Rend % | FF (°C) R:? FM Log P

tedrico
AMACy P6 amarelo 288,1 79,78 205-207 0,51 C7HN,O 3,17
AMCI P6 amarelo 221 81,5 219-221 0,5 C1oHgN;OCI 2,22
AMF P& amarelo 205 100 206-208 0,48 C1oHgN;OF 1,82
AMN P& amarelo 232 30,25 202-210 0,5 C1oHgN4O3 0,50
AMP P6 amarelo 201,1 57,7 199-206 0,51 C11H11N30 2,15
AMT Pé bege 233,1 94 212 0,5 C11H11N30, 1,54
AMZ Pé branco 187,1 82,4 174-176 0,5 CioHoN30 1,67
CCH Cristais amorfos  179,1 30 110-112 0,5 CoH15N50 1,31

F.F. — Faixa de fusdo, Ry — Fator de retengdo, PM — Peso molar, FM — Férmula molecular, Rend% - Rendimento (%). ®n-
hexano/AcOet 7:3.

As sinteses dos intermediarios ocorreram satisfatoriamente, de acordo com a
tabela 2 seus rendimentos foram de 30% para CCH, justificado por ser uma cetona
ciclica e apresenta menor reatividade que o aldeido, e 100% para AMF e suas faixas de
fusdo tiveram uma oscilagéo de 2°C, bem como seu R; foi acima de 0,48, sendo que a
maioria apresentou acima de 0,50 no sistema n-hexano/AcOEt 7:3.

A maioria dos compostos foram obtidos sob forma de p6, com coloragédo
caracteristica, tendo oscilagdes entre o amarelo e bege, com exce¢do do AMZ que foi p6
branco e do CCH que foi obtido em forma de cristais marrom.

Foram obtidos seis novos derivados acilidrazonicos-acridinicos da série AMAC:
3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMACy,); 2-ciano-3-
fenil-acrilato-acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMAC3); 2-ciano-3-(4-fluor-fenil)-
acrilato-acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMAC,,); 2-ciano-3-(4-cloro-fenil)-acrilato-
acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMACgs);  2-ciano-3-p-toluil-acrilato-acridin-9-il-
metileno-hidrazida (AMAC); 2-ciano-3-(4-metoxi-fenil)-acrilato-acridin-9-il-
metileno-hidrazida (AMAC;) (anexo 8 — figuras 11 a 16). Todos estes
compostos obtidos também tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas

dispostas na tabela 3.
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TABELA 3. Compostos da série AMAC sintetizados e suas respectivas caracteristicas fisico-quimicas.

Molécula Aparéncia PM Rend % F.F R FM Log P terorico
AMAC, P6 amarelo 4771 86,08 240-245 0,42° Ca1H1gNs0 6,61
AMAC3 P6 amarelo 376,1 64,36 206-210 0,52° Cy4H1N4O 511
AMACy, P6 verde 394,1 59,36 217-220 0,6 CysH15FN,O 5,26
AMAC 5 P6 mostarda  410,1 23 210-212 0,48°  C,HisCIN,O 5,66
AMACy P6 amarelo 390,1 29 236-238 0,53 CysH15N,O 5,59
AMAC; P6 verde 406,1 54,64 213-215 0,42° CysH1sN4O, 4,98

F.F.— Faixa de fusio, R;— Fator de retencio, PM — Peso molar, FM — Formula molecular, Rend% - Rendimento (%).
*n-hexano/AcOet 7:3. "n-hexano/AcOet 6:4.

Os compostos da série AMAC também foram sintetizados satisfatoriamente, por
se tratarem de produtos sintéticos, visto que seus rendimentos variaram entre 23%
(AMACy5) e 86,08% (AMAC,,), 0 que demonstra uma grande viabilidade da rota
utilizada, associado a uma grande facilidade de purificacdo, que foi realizada apenas
por filtragdo e lavagem com EtOH dos precipitados obtidos. Os pesos moleculares
variaram de 373 (AMACy) a 477 (AMACy) e suas faixas de fusdo tiveram uma
oscilacdo de 2 a 5°C, bem como seus Rf a maioria foram 0,6 no sistema n-
hexano/AcOEt 6:4, com excegdo do AMACy,e AMAC,; que foi de 0,42 no sistema n-
hexano/AcOEt 7:3. Todos 0s compostos foram obtidos sob forma de p6 amorfo, com
coloracdo caracteristica, a maioria dos produtos amarelo, tendo também mostarda e

verde.

Também foram obtidos sete novos compostos derivados acilidrazénicos-

acridinicos da série AMTAC: 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-benzilideno-hidrazida

(AMTACy); 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-metoxi-benzilideno)-hidrazida
(AMTAC2); 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-metil-benzilideno)-hidrazida
(AMTACy3); 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-nitro-benzilideno)-hidrazida

(AMTAC,,); 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-ciclohexilideno-hidrazida (AMTACs); 3-
acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-cloro-benzilideno)-hidrazida (AMTAC); 3-acridin-9-
il-2-ciano-acrilato-(4-fluor-benzilideno)-hidrazida (AMTAC;) (anexo 8 — figuras 17 a
23). Estes compostos obtidos também tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas

determinadas dispostas na tabela 4.



50

TABELA 4. Compostos da série AMTAC sintetizados e suas respectivas caracteristicas fisico-quimicas.

Molécula | Aparéncia | PM | Rend % FF | R® | FM Log P tedrico
AMTACy, P6 verde 376,1 79,82 217-222 0,44 C,4H1N4O 511
AMTAC;, P6 amarelo 406,1 63,5 236-240 0,56 CysH1sN,O, 4,98
AMTACy;3 P6 amarelo 390,1 39,21 228-234 0,4 Cy5H1gN,O 5,59
AMTACy, P6 amarelo 4211 47,42 199-205 0,63 C,4H15N50; 4,05
AMTACj; P6 amarelo 368,1 39,37 216-219 0,52 Cy3HyoN,O 4,75
AMTACy P6 amarelo 410 58,82 240-243 0,51 CyH15CIN,O 5,66
AMTACy; P6 amarelo 394,1 38,36 230-232 0,53 C,4HisFN,LO 5,26

F.F. — Faixa de fusdo, R¢ — Fator de retengdo, PM — Peso molar, FM — Férmula molecular, Rend% - Rendimento (%). ®n-
hexano/AcOet 7:3.

Como podemos observar os compostos da série AMTAC também foram
sintetizados satisfatoriamente, por se tratarem de produtos sintéticos, visto que seus
rendimentos variaram entre 38,36% (AMTACq;) e 79,82% (AMTACy), 0 que
demonstra uma grande viabilidade da rota utilizada, associado a uma grande facilidade
de purificacdo, que foi 0 mesmo da série anterior. Seus pesos moleculares variaram de
368 (AMTACys) a 421 (AMTAC,) e suas faixas de fusdo de oscilaram entre 3 e 5°C,
bem como seus R; foram acima de 0,50, porém sendo de 0,63 no sistema n-
hexano/AcOEt 7:3 para 0 composto AMTAC,. Todos os compostos foram obtidos sob
forma de pé amorfo, com coloracdo caracteristica, da maior parte dos produtos

amarela, com apenas um composto diferente, sendo verde.

Apenas 0s Compostos AMACy;, AMACy,;, AMTACy;, AMTACq, AMTACy3,
AMTACys e AMTACq, tiveram suas elucidagdes estruturais obtidas (anexo 1 a 7),

devido as dificuldades enfrentadas com as parcerias de outras instituicdes.

O RMN é um método que consiste na submissdo dos compostos estudados a um
campo magnético forte, onde tais moléculas irdo absorver energia através de nacleos de
'H ou 3C, e resultando em espectros caracteristicos (SOLOMONS; FRYHLE, 2009).

Os dados resultantes das caracterizages espectroscopicas através de RMN *H

das moléculas estdo descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Dados dos espectros de RMN 'H (5 em ppm).

Molécula

RMN *H

AMACy

AMAC,

AMTACy

AMTACy,

AMTACy;

AMTACy

AMTACy

0= 12,19 ppm (1H, s, NH); 6= 9,17 ppm (1H, s, =CH); 6=4,31
ppm (2H, s, CH,); 6= 8,55 ppm (2H, d, aromético), J=8,4 Hz;
6= 8,18 ppm (2H, d, aromético), J=8,4 Hz; 6= 7,87 ppm (2H, t,
aromatico) J=7,6 Hz, J=1,2 Hz; 6= 7,69 ppm (2H, t,
aromatico) J=8,0 Hz, J=0,8 Hz; 6= 2,49 ppm DMSO (d6)

&= 9,95 ppm, (1H, s, NH); 6= 9,29 ppm, (1H, s, CH); 6= 8,74
ppm, (1H, s, CH); 6= 8,09 ppm (2H, d, aromatico) J=8,8 Hz;
o= 7,76 ppm (4H, m, aromaético); 6= 7,36 ppm (2H, m,
aromatico); 6= 7,24 ppm (2H, d, aromatico), J=8,0 Hz; 8= 7,07
ppm (2H, d, aromatico), J=8,4 Hz; 6= 6,94 ppm (2H, t,
aromatico), J=7,6 Hz; 6= 2,49 ppm DMSO (d6)

&= 9,85 ppm (1H, s, NH); 6= 8,56 ppm (1H, s, CH); &= 8,39
ppm (1H, s, CH); 6= 7,34 ppm (4H, m, aromaético); 6= 7,27
ppm (2H, m, aromético); 6= 7,01 ppm (4H, t, aromético) J=
7,6 Hz; 6= 6,83 ppm (2H, t, aromético) J=7,6 Hz; 6= 2,49 ppm
DMSO (d6)

&= 9,83 ppm (1H, s, NH); 6= 8,51 ppm (1H, s, CH); &= 8,37
ppm (1H, s, CH); &= 3,71 ppm (3H, s, OCHy); 6= 7,29 ppm
(4H, m, aromético); &= 7,00 ppm (4H, m, aromatico); 6= 6,86
ppm (4H, m, aromatico); = 2,49 ppm DMSO (d6)

&= 6,75 ppm (1H, s, NH); 6= 8,63 ppm (1H, s, CH); &= 7,66
ppm, 1H, s, CH); 6=2,29 ppm, (3H, s, CHs); 6= 7,36 ppm (2H,
d, aromético) J= 8,4 Hz; 6= 7,28 ppm (2H, m, aromatico); 6=
7,06 ppm (2H, d, aromatico) J= 8,0 Hz; 8= 6,96 ppm (2H, m,
aromatico); 6= 6,93 ppm (4H, m, aromatico); &= 7,27 ppm (s,
CDCly)

o= 9,54 ppm (1H, s, NH); 6= 8,49 ppm (1H, s, CH); 6= 2,10
ppm (4H, m, ciclohexil); 8= 1,42 ppm (4H, s, ciclohexil); 6=
1,28 ppm (2H, s, ciclohexil); 6= 7,24 ppm (4H, m, aromaético);
d= 6,96 ppm (4H, dd, aroméatico) J= 7,24 Hz; 6= 6,83 ppm
(2H, t, aromético) J= 7,2 Hz; 6 = 2,49 ppm DMSO (d6)

&= 9,86 ppm (1H, s, NH); &= 8,55 ppm (1H, s, CH); 6= 8,39
ppm (1H, s, CH); &= 7,37 ppm (4H, s, aromatico); 6= 7,27
ppm (2H, s, aromatico); = 7,01 ppm (4H, s, aromatico); 6=
6,84 ppm (2H, s, aromatico); 6= 2,49 ppm DMSO (d6)

simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), multipleto (m).
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A molécula AMAC,; possui um pico em 12,19 ppm referente ao sinal do NH,
seguido de mais um pico em 9,17 ppm referente ao sinal do =CH. Além disso, possui

um pico em 4,31 ppm referente ao sinal do CH, da 2-cianoacetohidrazida (figura 12).

J& AMAC; possui um pico em 9,95 ppm referente ao NH e dois simpletos em
9,29 e 8,74 ppm referentes ao =CH, além dos hidrogénios aromaticos acridinicos em
uma faixa de 6,94 a 8,55 ppm (figura 13), sendo caracteristicos da faixa de aromaticos
que é entre 6,0 e 9,95 (SOLOMONS; FRYHLE, 2009).
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Figura 12. Gréfico de espectro de RMN *H do composto AMAC,;. Uma correlagdo da estrutura com os

picos apresentados nos espectros.
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Figura 13. Gréfico de espectro de RMN *H do composto AMAC,,. Uma correlagdo da estrutura com os

picos apresentados nos espectros.

Também observamos que as moléculas AMTAC,;, AMTACy,;, AMTACs e
AMTACys possuem um pico entre 9,54 e 9,86 ppm referente ao sinal do NH, a Unica
excecdo € AMTACs, que apresenta 0 NH em 6,75 ppm, isso pode ser justificado pela

mudanca do solvente utilizado, pois este foi o Gnico feito em CDCls.

Quase todas a moléculas da série apresentaram picos entre 7,66 e 8,63 ppm
referentes ao sinal =CH, referentes aos picos das condensac¢des com o aldeidos, exceto o
AMTACys que foi condensado com uma cetona ciclica. A molécula AMTAC,, possui
um pico em 3,71 ppm referente ao sinal do OCH3 (figura 14 ); AMTACy3 possui um
pico em 2,29 ppm referente ao sinal de CH3; e a AMTACs que apresenta picos entre

1,28 e 2,10 ppm referente ao ciclohexil (figura 15).
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Figura 14. Gréafico de espectro de RMN 'H do composto AMTAC,,. Uma correlagdo da estrutura com os

picos apresentados nos espectros.
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5.2 AVALIACAO BIOLOGICA
5.2.1 Avaliacdo antitumoral.

Os resultados da avaliacdo antitumoral dos compostos testados na concentragdo

de 50 pg/mL séo apresentados na tabela 6.

TABELA 6. Avaliacdo antitumoral pelo ensaio de MTT.

% de inibicao
HL-60 | MCF-7 | HT-29

Produtos teste

AMTACy 98,21 75 95,02

AMTAC, 96,98 71,47 88,34
AMACy 96,67 40,28 35,39
AMAC, 95,85 44,03 N.T
AMACy3 58,53 86,86 N.T

N.T= ndo testado

De acordo com a tabela 6 podemos observar na série AMTAC que a molécula
AMTAC,; inibiu significativamente a proliferacdo das trés linhagens utilizadas no
ensaio de MTT para avaliagdo antitumoral inibindo respectivamente as linhagens de
HL-60, MCF-7 e HT-29 em 98,21%, 75% e 95,02%. JA& AMTACy, inibiu
significativamente a proliferacdo de apenas duas das linhagens, inibindo
respectivamente as linhagens de HL-60 e HT-29 em 96,98%, e 88,34%.

Ja na série AMAC, a molécula AMAC,; inibiu apenas a proliferacdo de HL-60
em um percentual de 96,67%, sendo ndo significativa para as outras duas linhagens,
pois teve uma inibicdo abaixo de 75%. A molécula AMAC,, também teve 0 mesmo
padrdo que AMAC,; inibindo apenas HL-60 em 95,85%. J& a molécula AMAC;3 inibiu
apenas a linhagem MCF-7 em 86,6%, mostrando um padrdo diferente das outras

moléculas, visto que nenhuma inibiu esta linhagem.

Analisando as estruturas das moléculas da série AMTAC (figura 16) observamos
que a Unica diferenca é a presenca do grupo metoxi no anel benzilidénico, sendo um
grupo elétron com efeito doador moderado que parece diminuir ndo muito
significativamente a atividade biol6gica, porém precisamos avaliar com a presenca de
outros grupos, como o CHjs, para afirmativas mais seguras, assim acreditamos se grupos

retiradores como o0 CF3 ou halogénios poderiam aumentar a atividade.
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Figura 16. Diferencas estruturais entre as moléculas (a) AMTAC; e (b)) AMTACy,.

Observando AMAC,; e AMAC,, (figura 17) vimos que a condensacdo do
aldeido de acridina na posi¢do 2 da 2-ciano-acridina-9-il-metileno-hidrazida néo altera
significativamente a atividade para as linhagens HL-60 e MCF-7. Ja a condensagéo
com o benzaldeido (AMAC,3), observamos que ha perda da atividade para HL-60,
porém ha um aumento expressivo para MCF-7, sendo isso um forte indicativo que a

molécula pode atuar em alvos biolégicos diferentes, de acordo com o tipo de cancer.

@) (b) ©

Figura 17. Diferencas estruturais entre as moléculas (a) AMAC;, (b) AMAC,, e (c) AMAC;.

Por se tratar de um screening inicial acreditamos que poderemos descobrir
melhores resultado com as amostras que apresentaram inibi¢cdo maior que 75% em trés
linhagens, onde estas serdo submetidas a determinacdo da concentracdo que inibe 50%
do crescimento em relagdo ao controle negativo (CLsp), que também serd realizado pelo
mesmo laboratério para obter um resultado mais preciso da citotoxicidade dos

compostos.

Acreditamos ainda que a solubilidade pode ter afetado os ensaios, porém nao foi

0 determinante, pois 0 AMAC,; apresenta 0 menor Log de P e mesmo assim tem
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atividade inferior ao AMAC3 para a linhagem MCF-7, indicando que ndo seria apenas a
solubilidade e sim a reatividade da molécula para o seu alvo.

5.2.2 Avaliacdo antimalarica

Os resultados da avaliacdo da Atividade Anti-P. falciparum e citotoxicidade em células

hospedeiras, bem como seus indices de seletividade se encontram dispostos na tabela 7.

Tabela 7. Atividade Anti-P. falciparum, citotoxicidade em células hospedeiras e indice de

seletividade.
ICs0 +D.P. (uM) Indice de
Cepa W2 P. Células hospedeiras seletividade

Compostos falciparum © HepG2® (sn®©
AMAC; 1,2+0,82 > 50 41
AMAC; 2,815 5,83+0,81 2
AMACy3 >10 > 50 -
AMACy, >10 > 200 -
AMACys > 10 > 200

AMTACy 3,2%0,05 19,71+0,53 6

AMTACy, 0,29+0,01 7,10+0,89 24

AMTACy3 >10 > 50 -

AMTACys 1,6+0,9 79,6%0,6 50

AMTACs 2,8%0,2 12,2+0,5 4
MAMSA

(amsacrina) 0,8+0,1 5,2+0,6 7

Mefloquina 0,04+0,01 11,81+0,28 295

Primaquina 1,7+0,1 82,9+0,2 49

#0s compostos foram testados contra a fase eritrocitica da cepa W2 de Plasmodium falciparum e incubou-
se durante 96 h, o experimento foi repetido utilizando-se concentra¢fes em triplicata. ®Determinado por
células HepG2 usando Alamar Azul. Todos os valores de ICsy sdo a média + desvio-padréo (DP), a partir
de dois experimentos independentes. ‘CLsg/1Csp.

De acordo com a tabela 7, observamos que na série AMAC, a molécula
AMAC,; possui uma maior atividade antimalarica (1Csp 1,2+0,82uM). As moléculas
AMACy3, AMACy,, AMACys ndo apresentam atividade relevante, pois apresentaram
ICsp >10uM, ja para as células hospedeiras HepG2 apresentaram ICs; > 50uM.
Também podemos observar que desta série, a AMACy;, a mais potente, possui 0 maior

indice de seletividade (41). J& a molécula AMAC,,, apesar de apresentar ICsy para
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atividade antimalarica de 2,8+1,5uM, apresenta um ICsy para HepG2 de 5,83+£0,81uM e

um baixo indice de seletividade (2).

Observa-se também que na série AMTAC, as moléculas AMTAC;, e AMTACys
possuem atividade antimalérica, pois apresentaram respectivamente ICsy de
0,29+0,01uM e 1,6+0,9uM, e ICs para as células hospedeiras HepG2 de 7,10+0,89uM
e 79,6+0,6uM, porém apenas 0 AMTACs teve um alto indice de seletividade (50). Ja
AMTACy, AMTACy;3 e AMTACys ndo apresentaram atividade antimalérica, pois seus

indices de seletividade foram baixos.

Analisando a estruturas das moléculas AMACy e AMACy, (figura 18),
observamos que entre si a 12 molécula (a) € 2 vezes mais potente que a 22 (b) e apresenta
aproximadamente 20 vezes maior seletividade para as células infectadas com o parasita,
indicando que a condensacdo com um 2° aldeido acridinico, apesar de ndo alterar
significativamente a atividade, aumenta a sua toxicidade, e quando condensado com
aldeidos aromaticos substituidos (d) e (¢) ou ndo (c), perdem sua atividade e

seletividade.

o o o
Ao
HT I H,l\, = HT -
N
= N CN O =N CN
A
LI
= x
x
N N N
(@) (b) ©

o

o
HT = O HT =
=N CN N CN
/ /
.‘\N ;‘O “ :\N;‘O
(e)

(d)
Figura 18. Diferencas estruturais entre as moléculas (a) AMAC,, (b) AMAC;,, e (c) AMAC3, (d)

AMAC, e (6) AMACqs.

Analisando a série AMTAC, onde a condensacdo do aldeido acridinico ocorre

no grupo metilénico da 2-cianoacetohidrazida, observamos uma mudanca no perfil
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farmacoldgico das moléculas, visto que quando comparadas entre si a AMTACy; e
AMTAC, (figura 19), a 22 (b) € aproximadamente 11 vezes mais potente que a 12 (a) e
apresenta indice de seletividade 4 vezes maior. A diferenca estrutural € apenas a
introducdo do grupo metoxi no aldeido aromatico em posicdo para, sendo este grupo
um doador moderado. Quando é um grupo doador forte, observamos perda de atividade
(no caso AMTACy; — molécula d) e quando é um grupo halogénio (no caso AMTACys —
molécula €), observamos uma resposta semelhante ao com o grupo benzaldeido (no caso
AMTAC,; - molécula a).

Mudanca na posicéo

farmacologico.

da condensagéo do e @
aldeido da acridina — o H\ H Q o M
mudanca no perfil N o

. 9

(d) (e)

Figura 19. Diferencas estruturais entre as moléculas (a) AMTACy, (b) AMTAC,,, (c)
AMTACs, (d) AMTAC3, (€) AMTAC,

Com o intuito de comparar com um derivado acridinico conhecido na literatura
por apresentar atividade antitumoral comprovada, testamos a m-AMSA (figura 20) e
podemos observar que possui uma significativa atividade antimalarica, porém um indice
de seletividade relativamente baixo, o que indica a sua toxicidade em relagéo as células
do hospedeiro, destacando assim, a seletividade de alguns derivados acilidrazénicos-

acridinicos que apresentaram maior indice.
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Quando comparamos os resultados obtidos da Primaquina (figura 20) com uma
das nossas moléculas (AMTACs - figura 19), observa-se que, apesar da Primaquina
apresentar atividade antimalarica (ICsp 1,7+0,1uM) e indice de seletividade de 49,
observou-se que a AMTACs apresentou resultados semelhantes, mesmo sendo ainda
um produto puro, sem estar incorporado em uma forma farmacéutica, indicando uma
possivel diminuicdo da dose quando incrementada a sua solubilidade. Ainda
observamos que a condensacdo com a cetona ciclica (AMTACs), também favoreceu
para a seletividade do composto, apresentando a melhor seletividade da série testada. A
analise estrutural comparativa da mesma com a primaquina indica que compostos
contendo grupos aminoalquilicos ou piperidinicos favorecem tanto a atividade como
também a seletividade dos compostos, e que 0s compostos contendo grupos aromaticos,

apesar de apresentarem significativa atividade, apresentam também toxicidade.

Por fim a mefloquina (figura 20), que apesar de ter apresentado o melhor
resultado da série testada, ja € um farmaco comercial, em uma forma farmacéutica
definida. Entretanto € um dos Unicos disponiveis para cepas resistentes, limitando assim
as opcOes terapéuticas, além do que em alguns paises foram encontrados casos de
resisténcia a diversos tratamentos, inclusive ao mesmo abordado (DONDORP et al.,
2009; ENSERINK, 2010).

HaCO NH~=S—CH ' N CHy
HN -
@

a

OH

Figura 20: Diferengas estruturais entre as moléculas (@) Amsacrina, (b) Primaquina e (c)

Mefloquina.

Com a intengdo de justificar as diferentes atividades antimalaricas baseando-se
nas estruturas dos compostos, comparamos as duas series testadas com os farmacos de

referéncia, buscando através do bioisosterismo e/ou similaridades estruturais, que
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pudessem indicar um possivel farmacdéforo. Como observado, as moléculas padrbes
apresentam um nucleo quinolinico (figura 20) em sua estrutura béasica, as moléculas
testadas apresentam um ndcleo acridinico (figuras 18 e 19), que na verdade € um
benzo[b]quinolinico e que substituicbes neste ndcleo contribuem positivamente para
atividade antimalarica, porém a natureza dos grupos substituintes e suas posicoes
podem afetar de forma significativa a atividade biologica. Isso pode ser observado

quando comparamos as duas séries testadas (AMTAC e AMAC).

Com o intuito de verificar se a morte celular ndo seria por lise da mesma, foram
realizados ensaios de hemdlise e de acordo com os graficos 1, 2 e 3, podemos observar
gue moléculas testadas ndo causaram lise das hemécias (seus percentuais de hemolise
ndo foram tdo significativos, sendo abaixo de 30%), demostrando que a atividade
citotoxica das mesmas ndo é devido a danos de membrana, ou seja, nenhuma das
moléculas testadas atuou danificando a membrana celular, sendo assim a morte das

mesmas pode ter ocorrido por outros mecanismos, como apoptose por exemplo.

100+

80+

60 -

40

% Hemdlise

20+ : :

compostos (50 uM)

Gréfico 1: Ensaio hemolitico para acridinas (série 1). A atividade foi ensaiada em eritrocitos humanos
infectados (tipo OY), apés 1 h de incubagio com os compostos (50 pM), em triplicata. *** p <0,0001
(ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey’s).
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Gréfico 2: Ensaio hemolitico para acridinas (série 2). A atividade foi ensaiada em eritrécitos humanos

infectados (tipo O"), apds 1 h de incubagdo com os compostos (50 M), em triplicata. *** p <0,0001
(ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey’s).
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Gréfico 3: Ensaio hemolitico para acridinas (2° experimento). A atividade foi ensaiada em eritrécitos
humanos infectados (tipo O®), ap6s 1 h de incubagdo com os compostos (50 puM), em triplicata. *** p
<0,0001 (ANOVA simples seguido pelo teste de Tukey’s).

Desta forma acreditamos que os derivados acridinicos testados ndo sdo apenas
moléculas promissoras para a quimioterapia do cancer, mas também fortes candidatos a
farmacos antiparasitarios, entretanto se faz necessarios estudos mais aprofundados para
gue possamos garantir a eficacia dos mesmos nos seus alvos bioldgicos, e maior

seguranca para os seus futuros usuarios.
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6. CONCLUSAO

Foram obtidos um intermediario da série AMAC e sete da serie AMTAC, sendo
obtidos seis compostos finais da série AMAC e sete compostos da série AMTAC,

totalizando 13 novos derivados acilidrazonicos-acridinicos.

As rotas sintéticas utilizadas se mostraram satisfatorias e eficientes para a
obtencdo das moléculas, por se tratarem de produtos sintéticos, uma vez que Seus
rendimentos foram entre 23% (AMACs) e 86,08% (AMAC,).

Todas as moléculas tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas,
porém apenas as moléculas AMACy;, AMACy;, AMTACo, AMTACy,, AMTAC 3,
AMTACys e AMTACs, tiveram suas estruturas elucidadas através de RMN *H.

A avaliacdo biologica que consistiu de avaliacdo antitumoral e antimalarica
permitiu que observassemos que nas séries AMAC e AMTAC algumas moléculas s&o

candidatas promissoras a terapéutica visto que apresentaram significativas atividades.

Destacamos que a molécula AMTAC,; na avaliacdo antitumoral inibiu acima de

75% a proliferacédo das trés linhagens utilizadas no teste de MTT.

Ja a molécula AMTACys na avaliacdo antimalérica teve um alto indice de
seletividade (50) e ICso de 1,6+0,9 pM.

Observamos também a potencialidade de moléculas com atividade antitumoral
como fortes candidatas para tratamento antimalarico ou até mesmo para outras doencas
parasitarias, incentivando dessa forma novas pesquisas utilizando drogas consideradas
ja obsoletas para o tratamento do cancer como uma nova op¢ao terapéutica para doencas

negligenciadas.
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ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN !H da 2-ciano-acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMAC,).
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Anexo 2: Espectro de RMN *H da 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-acridin-9-il-metileno-

hidrazida (AMACy,).
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Anexo 3: Espectro de RMN *H da 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-benzilideno-hidrazida
(AMTAC).
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Anexo 4: Espectro de RMN *H da 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-metoxi-

benzilideno)-hidrazida (AMTAC).
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Anexo 5: Espectro de RMN *H da 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-metil-benzilideno)-

hidrazida (AMTAC3).
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Anexo 6: Espectro de RMN *H da 3-acridin-9-il-2-ciano- acrilato-ciclohexilideno-
hidrazida (AMTACs).
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Anexo 7: Espectro de RMN *H da 3-acridin-9-il-2-ciano-acrilato-(4-cloro-benzilideno)-
hidrazida (AMTAC ).
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Anexo 8: Figuras das estruturas dos compostos sintetizados.

Figura 01: Estrutural da 9-metil-acridina
(ACyRI).

Figura 02: Estrutura da acridina-9-carboxaldeido

(ACyRI).
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Figura 03: Estrutura molecular da 2-ciano-
acridin-9-il-metileno-hidrazida (AMACy,).
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Figura 04: Estrutura molecular da ciano-
aceto-(4-cloro-bezilideno)-hidrazida (AMCI).
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Figura 05: Estrutura molecular da ciano-
aceto-(4-fluor-bezilideno)-hidrazida (AMF).

(¢]
I

C——NH——N—=CH

AN

CN

H,C

NO,

Figura 06: Estrutura molecular da ciano-
aceto-(4-nitro-bezilideno)-hidrazida (AMN).
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Figura 07: Estrutura molecular da ciano-
aceto-(4-metil-bezilideno)-hidrazida (AMP).
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Figura 08: Estrutura molecular da ciano-
aceto-(4-metoxi-benzilideno)-hidrazida
(AMT).



Figura 09: Estrutura molecular da ciano-
aceto-benzilideno-hidrazida (AMZ).

O
W/
HC——N—"N——-°C
\
CH,
/
NC

Figura 10: Estrutura molecular da ciano-

aceto-ciclohexil-metileno-hidrazida (CCH).

O

Figura 11: Estrutura molecular da 3-acridin-
9-il-2-ciano-acridin-9-il-metileno-hidrazida
(AMACy,).

\
O

Figura 12: Estrutura molecular da 2-ciano-3-
fenil-acridin-9-il-metileno-hidrazida
(AMAC3).
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Figura 13: Estrutura molecular da 2-ciano-3-
(4-fluor-fenil)-acridin-9-il-metileno-hidrazida

(AMACqy)
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Figura 14: Estrutura molecular da 2-ciano-3-
(4-cloro-fenil)- acridin-9-il-metileno-hidrazida

(AMAC,s).
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Figura 15: Estrutura molecular da 2-ciano-3-
p-toluil-acridin-9-il-metileno-hidrazida
(AMACqg).
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Figura 16: Estrutura molecular da 2-ciano-3-
(4-metoxi-fenil)-acridin-9-il-metileno-
hidrazida (AMAC,y,).

Figura 17: Estrutura molecular da 3-acridin-
9-il-2-ciano-benzilideno-hidrazida
(AMTACy).

Figura 18: Estrutura molecular da 3-acridin-
9-il-2-ciano-(4-metoxi-benzilideno)-hidrazida
(AMTAC,).
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Figura 19: Estrutura molecular da 3-acridin-
9-il-2-ciano-(4-metil-benzilideno)-hidrazida
(AMTAC,3).
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Figura 20: Estrutura molecular da 3-acridin-

NO,

9-il-2-ciano-(4-nitro-benzilideno)-hidrazida
(AMTAC).
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Figura 21: Estrutura molecular da 3-acridin-
9-il-2-ciano- ciclohexilideno-hidrazida

(AMTACs).
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Figura 22: Estrutura molecular da 3-acridin-
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9-il-2-ciano-(4-cloro-benzilideno)-hidrazida
(AMTAC ).
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Figura 23: Estrutura molecular da 3-acridin-
9-il-2-ciano-(4-fluor-benzilideno)-hidrazida
(AMTAC,,).



