UFAL

Universidade Federal de Alagoas
Instituto de Quimica e Biotecnologia

Programa de Pés-Graduacdo em Quimica e Biotecnologia
PPGQB

IQB

Planejamento e Sintese de Derivados Amino-
acridinicos Planejados como Protétipos de Farmacos

Antineoplasicos.

Daniel Lira da Silva

Macei6-Al
Julho de 2010




DANIEL LIRA DA SILVA

Planejamento e Sintese de Derivados Amino-
acridinicos Planejados como Prototipos de Farmacos
Antineoplasicos.

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s-Graduagdo em Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas, para a obtencéo do Titulo de mestre
em Quimica e Biotecnologia.

Orientador:

Prof. Dr. Jodo Xavier de Aradjo Janior

Macei6 — Alagoas
Julho de 2010



Catalogacao na fonte

Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

o de Tratamento Técnico

Divisio de

L4

R3u6s  Malva, Damel Lua da
Planvimmento e sintese Jde dervvados smnav-acrsdineons plaoepados comse profdipos
de Frmacos sntineoplisices 7 Dangel L ds Silvs, 2010,
av, FEOT o 1abs | prafs

Orentedor Jodo Xaveer de Arause Moo
Pesserfagie (mesirado em Cuinecs ¢ Hoonelogn) Unsverssdade Poderal de
Alsgoas. Instituto de Quimica ¢ Biotecnologis, Macesd, 2010

Bibliografis: f [T4]-52.
Apdoadwes € B30,
Amgros L [I09-100,

I Apuncecridines. 2. Caotoxicidade. 3. Blchwald-Harwng, 4 Mwro-ondas,
b Tirule.

iy
=
13
Pt
=
f
4




UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE QUIMICA E BIOTECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA E
BIOTECNOLOGIA

BR 104 Kmi4, Campus A C Simas
Cldrde Universitaria, Tabulewo dos Maring
E7072-570, Maceio-AL, Brasil

Fone: {82) 3214-1384, Fax (B2) 3214-1564
emall: cpgatd@@qui ufal. be

Membros da Comissdc Julgadora da Dissertacdo de Mestrado de Daniel
Lira da Silva, intitulada: “Planejamento e Sintese de Derivados Amino-
Acridinicos Planejados como Protétipos de Farmacos Antineoplasicos”,
apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em Quimica e Biotecnologia da
Univaersidade Federal de Alagoas em 11 de junho de 2010, as 14h na Sala de
Aulas do PPGQE/UFAL,

COMISSAQ JULGADORA

- # *
ﬂ -
Prof. Dr. Jodo Xavier de-Aratijo Junior

Orientador -\ PGQB/ESENFAR/UFAL

o Meﬁeghetti
PPGQB/IQB/UFAL

"

(nl I M ,L *I, N

Prof.2 Dr.{ LickerWoreira Lima
FACULDADE DE FARMACIA/UFRJ




Dedico este trabalho aos meus pais, irmé e
avo, pois eles foram desde sempre o0s
principais responsaveis por tudo o que sou
e tudo o que conquistei!



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Fatima e José Pedro, por acreditarem em mim e por estarem
ao meu lado de forma sempre incondicional em minhas escolhas, além de serem os
responsaveis pela formacdo do ser humano que sou hoje.

A minha irma, Dude, por também acreditar em mim e por ser, apesar de mais nova
que eu, uma pessoa em quem me espelho e por quem tenho profunda admiragéo.

A minha Av6 Jalia, que sempre me disse que eu estudava demais, mas que por isso
mesmo ela agradecia a Deus todos os dias. Mesmo que, na sua simplicidade de mulher do
campo, ndo entendesse ao certo o que vem a ser Mestrado.

Ao meu orientador Dr. Jodo, que foi muitas vezes um pai e é responsavel por esta
vitéria tanto quanto eu, pois, desde o inicio, acreditou em minha capacidade e me guiou para
0 desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Dr. Antbnio Euzébio por ter me acolhido em seu laboratorio, além de
sempre tirar minhas duvidas quando o professor Jo&o ndo estava presente no laboratorio.

A minha irmézinha, Mari, que vem comigo nesta jornada desde a graduacéo e que, de
certa forma, foi responsével por eu hoje estar aqui.

Ao meu amigo e agora companheiro de pos-graduacgéo, Pedro, que também
participou desta conquista comigo.

Aos amigos de pos: Alex, Claudia e Danni, importantes nesta jornada, cada um com
sua particularidade.

Aos amigos de laboratorio, por nossa luta diaria, especialmente a Ana, Daniel,
Edilson, Luciana, Erica, Milena, Edjane, Mikael e Cristiane.

A todos os professores do 1QB e do PPGQB, por ministrarem seus conhecimentos e
possibilitarem nossas conquistas.

Aos professores da ESENFAR: Dr® Samia, Dr? Eurica, Msc. Ciria, entre outros, por
contribuirem em minha formac&o e na vontade de ingressar na vida académica.

Agradeco de forma especial a Dona Ivete, que esteve presente nos momentos mais
dificeis da minha graduacéo, e que agora se encontra ajudando tantos outros como um doce
anjo.

Agradeco também de forma especial a Aldy e Dona Margarida (Margd) que sédo
pessoas importantissimas para mim, além de serem fundamentais para o desenvolvimento do
trabalho no laboratdrio, mesmo que muitas vezes eu ndo consiga demonstrar.

Aos amigos de longa data: Binha, Ericka, Thaisa, Roberta, Thiago, Igor, Nubia, Igla e
Karine. Por estarem comigo h& tanto tempo e serem meus “momentos de fuga”.



A meus tios Andréa, Campos, Leone e Alexsandra, além dos meus sobrinhos Paulo e
Davi, por me apoiarem e acreditarem em mim.

Aos amigos de graduacédo: Allysson, Daniel, Lydiane, Carol, Dani, Valéria, Emilia,
Mary, Thays, Kiara, Marilia, Luana, Anténio, Edmilson e Gabi. Pois, apesar termos seguido
caminhos distintos, ““teremos coisas bonitas pra contar”.

Aos mais novos amigos, também tdo importantes, Larissa, Ecio, Rodrigo, Carla e suas
filhas Alexia e Maria Flor, Aida, Karina e meu sobrinho Hugo, Manu, Janior e Sandro.

A Professora Dr2 Aline Fidelis, ao professor Dr. Mario Meneghetti e a professora Dr2
Lidia, por suas contribuigBes a este trabalho.

A Martine Schmitte e Jean-Jacques Bourguignon, da Faculdade de Farméacia da
Université Louis-Pasteur de Strasbourg pelo apoio ao projeto.

Ao Cyril Antheaume, da Faculdade de Farmacia da Université Louis-Pasteur de
Strasbourg pela realizagéo dos espectros de RMN, realizados naquela universidade.

Ao professor Dr. Ivan da Rocha Pitta pela participagéo no Projeto Renorbio e apoio
financeiro ao projeto que se tornou tema da minha dissertacéo.

A professora Dr® Claudia Pessoa, ao mestrando Assuero Silva Meira, ao professor Dr.
Manoel Odorico, a professora Dr? Leticia Veras, ao doutorando Danilo Damasceno e todos
os que fazem o Laboratério de Oncologia Experimental, na Universidade Federal do Ceara,
por colaborarem com os testes da avaliagéo citotoxica.

Ao professor Dr. Edson e todos que fazem o laboratério de ressonéancia por ajudarem
com os espectros de RMN.

E por fim, mas de modo algum menos importante, as funcionarias e estagiarias da
secrataria da P6s-Graduacdo, principalmente a Rejane que sempre atende a todos como se
fossemos seus filhos, com um carinho sem tamanho.



Vi

RESUMO

Diversos produtos naturais, sintéticos e semi-sintéticos sdao empregados para 0
tratamento de neoplasias malignas, como os derivados aminoacridinicos, a exemplo da
Amsacrina. Este trabalho objetivou a sintese de aminoacridinas que pudessem atuar
como possiveis protétipos de farmacos antineoplasicos. Existem na literatura diversas
metodologias para a sintese de derivados aminoacridinicos, porém, dependendo da
nucleofilicidade da amina substituinte estas podem ter diminuicdo no rendimento, até
mesmo chegando a ndo ocorrer. Neste trabalho, foram aplicadas algumas metodologias
tradicionais, que funcionaram apenas para algumas substancias, nas quais a amina
substituinte era aromética. Foram utilizadas metodologias com auxilio da irradiacdo por
micro-ondas para as aminas aliféticas ciclicas, empregando morfolina e piperidina. Mais
uma vez a sintese se limitou a essas aminas alifaticas ciclicas. A metodologia descoberta
por Biichwald-Hartwig foi padronizada para ser utilizada em derivados amino-
acridinicos. Foram obtidos os seguintes rendimentos: N-(piridin-3-il)-acridin-9-
amina(92%); N-(6-fenilpiridin-2-il)-acridin-9-amina(77%); N-(pirimidin-2-il)-acridin-9-
amina (85%); N-(pirazin-2-il)-acridin-9-amina (90%); N-fenilacridin-9-amina (71%); 1-
(acridin-9-il)piridin-2(1H)-ona(77%);  9-(4-metilpiperazin-1-il)acridina  (88%); 9-
(piperidin-1-il)-acridina (82%); 4-(acridin-9-il)-morfolina (85%); (E)-2-(acridin-9-
ilmetileno)-hidrazinacarboximidamida (90%) e (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)aminoureia
(95%). Estas substancias foram testadas quanto a sua atividade citotoxica mediante
linhagens celulares tumorais (HCT-8, MDA-MB435, SF-295 e HL-60). Quatro
substancias mostraram inibicdo de crescimento maior que 75% em pelo menos uma
destas linhagens e maior que 50% para as outras: N-fenilacridin-9-amina, 9-(4-
metilpiperazin-1-il)acridina, 9-(piperidin-1-il)-acridina e (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-
hidrazinacarboximidamida. Por este motivo tiveram suas Clsy determinadas, e destas

apenas N-fenilacridin-9-amina néo apresentou atividade hemolitica.

Palavras-chave: aminoacridinas; citotoxicidade; Buichwald-Hartwig; Micro-ondas.
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ABSTRACT

Several natural, synthetic and semi-synthetical products are useful to treat malign
neoplasias, as aminoacridinic derivatives, as Amsacrine for instance. This work had as
subject the synthesis of aminoacridines that could act as newly antineoplasic prototype
agents. Several methodologies exist in literature to synthesize aminoacridines
derivatives, but because of differences in amine nucleophilicity, the synthesis can have
low rates, even so it cannot occur. In this work, we apply some traditional
methodologies to synthesize aromatic amineacridine derivatives. To synthesize aliphatic
aminoacridines derivatives (with morpholine and pyperidine) we apply microwave
methodology. This was useful just for aliphatic amines. Bilchwald-Hartwig
methodology was standardized to be used in aminoacridines derivatives. The derivatives
synthesized and respective yields were: N-(pyridin-3-yl)acridin-9-amine (92%); N-(6-
phenylpyridin-2-yl)acridin-9-amine (77%); N-(pyrimidin-2-il)acridin-9-amine (85%);
N-(pyrazin-2-yl)acridin-9-amine (90%); N-phenylacridin-9-amine (71%); 1-(acridin-9-
yl)pyridine-2-(1H)-one (77%); 9-(4-methylpyperazin-1-yl)acridine (88%); 9-(pyperidin-
1-ylacridine  (82%);  4-(acridin-9-yl)-morpholine  (85%);  (E)-2-(acridin-9-
ylmethylene)hydrazinecarboximidamide (90%) and (E)-2-(acridin-9-
ylmethylene)hydrazinecarbothioamide (95%). These compounds were tested against
tumor cells lines (HCT-8, MDA-MB435, SF-295 and HL-60) to evaluate their cytotoxic
activity. Four compounds showed growth inhibition greater than 75% at least one of
these cell lines and greater than 50% in the others: N-phenylacridin-9-amine; 9-(4-
methylpyperazin-1-yl)acridine;  9-(pyperidin-1-yl)acridine and  (E)-2-(acridin-9-
ylmethylene)hydrazinecarboximidamide. By this reason they had their ICso determined,
and also evaluating hemolytic activity just N-phenylacridin-9-amine didn’t presented

that one.

Keywords: Aminoacridines; cytotoxicity; Bichwald-Hartwig; microwaves.
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1. Introducao

Aminas aroméaticas desempenham papel fundamental em vérios campos, dentre
eles o da industria farmacéutica, o da industria de produtos quimicos para a agricultura,
na area de fotografia, pigmentos e materiais eletronicos. Em lista divulgada em 1994, na
qual estavam listados os vinte produtos farmacéuticos mais vendidos (em anexo), um
namero significativo deles era de compostos contendo aminas aromaticas (WOLFE et
al. 1998; CHRISTENSEN, KIIL & DAM-JOHANSEN, 2006). Em 2001, estavam
disponiveis comercialmente mais de 25 antidepressivos e mais de 15 antipsicoticos que
continham a subunidade N-arilaminas como parte das suas estruturas (CHRISTENSEN,
KIIL & DAM-JOHANSEN, 2006).

Peck e colaboradores, em 1964, publicaram um artigo relatando a sintese de
derivados contendo mostardas nitrogenadas ap6s evidenciar que compostos
antimalaricos,relatados em estudos anteriores ao deles e que eram constituidas de
acridinas e quinolinas, apresentavam localizacdo preferencial em tecidos especificos a
depender do anel heterociclico usado.Desse modo utilizaram derivados acridinicos
como carreadores para que as mostardas nitrogenadas sintetizadas pudessem atingir
tumores nesses tecidos. Desde entdo, acridinas tém sido sintetizadas para as mais
diversas aplicacGes. Além disso, aos derivados acridinicos,encontrados na literatura, sao
atribuidas atividades antibacteriana, antimalarica, anti-helmintica, antineoplasica, entre
outras (LEE et al. 2007).

A sintese de N-arilaminas envolve uma gama de rotas sintéticas, diversas delas
com o emprego de catalisadores metalicos, como por exemplo, paladio, niquel e cobre.
Uma dessas metodologias foi desenvolvida por Biichwald e Hartwig em 1995.Porém os
estudos modernos da quimica de acoplamento cruzado catalisado por paladio ja tinham
sido estimulados quando, Kosugi, Kameyama e Migita, em 1983, publicaram um
relatorio sobre acoplamento de amidas de estanho com haletos de arila, catalisado por
palédio (HARTWIG, 2008).

A aminacédo de brometos de arila (além de cloretos e ariltriflatos) na presenca de
palédio tem utilizado amplamente micro-ondas como fonte de calor (HEO, SONG &

KIM, 2005). Um dos maiores atrativos da sintese utilizando micro-ondas € a



altavelocidade com a qual a sintese é concluida. Uma prova da popularidade de micro-
ondas em sintese é que, em aproximadamente 20 anos desde o primeiro relato que
utilizava micro-ondas para aquecimento das reagdes, 2000 artigos foram publicados
(KAPPE, 2004).

Reacdes que empregam aquecimento assistido por micro-ondas, sob condigdes
controladas,sdo uma tecnologia valiosa para a quimica medicinal e aplicacGes da
descoberta da droga, porque muitas vezes reduzem drasticamente os tempos de reagéo,
geralmente de dias ou horas para minutos ou mesmo segundos (KAPPE &
DALLINGER, 2006).

A Organizacdo Mundial de Salde estima que em 2030 o nimero de novos casos
ultrapassard 15 milhGes de casos, mostrando a importancia de estudos que envolvam a
descoberta ~de novas drogas para 0 tratamento de  neoplasias
(http://www.who.int/features/qa/15/en/index.html). E necessariaa obtencdo de novas
substancias antineoplasicas ou que sejam feitas modificagdes estruturais em substancias
existentes para que haja melhora de eficdcia, diminuicdo de efeitos colaterais, etc.
Muitas vezes, as metodologias tradicionais ndo atendem as necessidades de construcéo
de padrdes moleculares inéditos, ou ndo sdo reprodutiveis para as qualquer tipo de
substrato e/ou reagentes, de modo que, sd80 necessarias alteragbes nos processos
sintéticos ja descritos a fim de viabilizar a obtencdo de moléculas através de métodos
mais eficazes, porém utilizando metodologias mais limpas, como o uso de micro-ondas,

permitindo uma quimica limpa, consequentemente protegendo o meio-ambiente.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Neoplasias malignas

Céncer é o termo genérico utilizado para um grupo de mais de 100 doengas que
se caracterizam por um crescimento desordenado de células(WHO, 2006a; INCA,
2008a; ABRALE, 2009). O termo cientifico adotado € neoplasia maligna (ALMEIDA et
al., 2005).Estas células anormais podem se disseminar para outros 6rgéos e tecidos,
originando tumores malignos (outra denominagdo para este grupo de doencas) em
diversas regides do corpo, processo este conhecido por metastase (WHO, 2006a; INCA,
2008a; ABRALE, 2009). Ao contrério do maligno, o tumor benigno é caracterizado por
um amontoado celular de crescimento semelhante a células normais e que ndo trazem
risco de vida (INCA, 2008a).

Existem algumas diferengas entre as células normais e as neoplésicas

malignas.Séo elas:

1) a célula neoplasica maligna ndo possui limite de crescimento celular, isto
ocorre porque estas ndo requerem todos os fatores de crescimentos necessarios para que

as células normais crescam;

2) Possuem a tendéncia de migrar pelos tecidos, entrar na corrente sanguinea e
ser transportadas para outros érgdos onde podem gerar novo foco de crescimento celular

neoplasico maligno;

3) Elas tém ainda a habilidade de produzir fatores angiogénicos que permitem o
crescimento de novos vasos sanguineos que as nutrirdo, possibilitando assim o
crescimento do tumor maligno (GUYTON& HALL, 2006);

4) As células neoplésicas malignas possuem altos niveis de expressdo de
telomerase, conferindo-as imortalizagdo celular, pois por agéo desta enzima conseguem

escapar do ciclo celular normal, aumentando o tempo de replicagdo (PARSONS, 2003).

A estrutura de um tumor nao se resume em um amontoado celular em constante

proliferacdo. Frequentemente as células tumorais preenchem apenas uma pequena parte



do volume total do tumor (menos da metade deste volume). A rede vascular presente no
interior da massa tumoral ocupa apenas de 1 a 10%. O espago restante é preenchido por
matriz rica em colageno (intersticio) que circunda as células neoplésicas, muitas vezes,
separando-as da vascularizagdo (FIGURA 1, p4g.06) (OLIVEIRA& ALVES, 2002).

O processo de formagdo da neoplasia maligna, denominado carcinogénese,
ocorre, geralmente, de maneira lenta e pode levar vérios anos para que uma célula
neoplasica se prolifere e dé origem a um tumor visivel. S&o varios 0s estagios que estas
células passam antes de seremconsideradas um tumor propriamente dito, entre eles:
estagio de iniciacdo ou primeiro estagio, onde células sofrem a acdo de agentes
cancerigenos passando para a fase seguinte; estdgio de promogdo, onde as células
iniciadas sdo transformadas em malignas; e estagio de progressdo, é neste que as células
apresentam uma multiplicacdo descontrolada e irreversivel, este é o Ultimo estagio
(INCA, 2008c).

Vas0s samFuinedss
Vasos sanguinecs

g/

a@ip Cdulas oxigenadas
o Ultulas em hipiéxia

e Cdulas an nemse
FIGURA 1. Seccdo transversal de um tumor sélido, mostrando a diminuicéo da
concentracdo de oxigénio em relacdo a distancia capilar (FONTE: OLIVEIRA &
ALVES, 2002; modificada).

O descontrole da proliferacdo celular pode ocorrer por duas rotas mutacionais,
pode haver hiperativacdo de um gene estimulador ou, entdo, a inativagdo de um gene
inibidor. O gene responsavel pela codificagdo de fatores que estimulam a proliferacdo
celular se chama proto-oncogene. Ja o termo oncogene se refere a um proto-oncogene
que, quando alterado e ativado, codifica fatores que estimulem a proliferacdo celular
(VIDEIRA et al. 2002).



Sabe-se que as causas do surgimento de neoplasia sdo variadas, podendo ser
externas, relacionadas, por exemplo, a0 meio ambiente; ou internas que, na maioria das
vezes, sdo geneticamente pré-determinadas e estdo ligadas & capacidade de defesa do
organismo (SCULLY, FIELD & TANAKA, 2000; INCA, 2008b).

No ano de 2005, das 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por aproximadamente 7,6 milhdes e destas, mais de 70% ocorreram em
paises com média ou baixa renda (BRASIL, 2007; WHO, 2006a). No Brasil séo
esperados, para 2010, 489.270 novos casos de céncer, conforme mostrado na figura 2
(pég. 08), que ndo leva em consideracéo o tipo de cancer de pele do tipo ndo melanoma,
para este sdo esperados 114 mil novos casos (BRASIL, 2010). Uma estimativa feita
para o ano de 2020 mostra que, neste ano, 0 nimero de NOVos casos sera em torno de 15
milhdes, e que 60% destes surgirdo em paises em desenvolvimento (BRASIL, 2007).
Ainda em estimativa, acredita-se que o nimero de mortes devidas ao cancer continue
crescendo ja que em 2015 este nimero chegard a 9 milhdes e em 2030 a 11,4 milhdes de
mortes (WHO, 2006a).

O tratamento das neoplasias malignas tem como objetivos a cura, 0
prolongamento da vida e/ou um melhoramento na qualidade de vida. Dentre os tipos de
tratamento disponiveis podem ser citados a quimioterapia, a radioterapia, cirurgia,
tratamento hormonal, etc. (WHO 2006b).

A aniquilacdo das células neoplésicas malignas é o principal objetivo da
quimioterapia, sem que haja dano algum para as células normais. Contudo, 0s agentes
quimioterapicos, em sua grande parte, ndo agem especificamente, 0 que gera danos
tanto as células normais, principalmente células com alta velocidade de crescimento,
como as gastrointestinais, as capilares e as do sistema imunoldgico,quanto as
neoplasicas malignas. Esta falta de seletividade € a raz8o de grande parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia como, nausea, perda de cabelo e supressdo imunoldgica
(ALMEIDA et al., 2005).



N° de Casos

60.000 —
Feminino
Il Masculino

50.000 —
40.000 —
30.000 —
20.000 —

10.000 —

Mama Prostata  Traqueia, ColoneReto Estdmago Colodo  Cavidade Esdfago  Leucemias Pele
Feminina Bronquio e Utero Oral Melanona
Pulmdo

FIGURA 2. Estimativa dos tipos de neoplasia mais incidentes no Brasil para 2010.
(BRASIL, 2010).

Muitos agentes quimioterdpicos agem sobre as células que se encontram em uma
das fases do ciclo celular e, por isso, recebem a denominagéo ciclo-celular especifico
(CCS), dentre eles os agentes antimetabolitos, os agentes hormonais e alguns produtos
naturais.Os agentes quimioterapicos que exterminam células mesmo que elas estejam
fora do ciclo celular ou que estejam em repouso (Go), sdo chamados ciclo-celular néo-
especificos (CCNS), como os agentes alquilantes, os complexos de coordenacdo de
platina e também alguns produtos naturais (ALMEIDA et al. 2005; CALABRESI&
CHABNER, 2005).

Os agentes antimetabolicos exercem seus efeitos bloqueando a sintese de DNA,
sendo deste modo, restritos & fase S do ciclo celular. Existem diversos farmacos que
fazem parte desta subclasse, podendo ser citados os antagonistas das pirimidinas, 0s
inibidores das purinas e o andlogo do &cido folico (ALMEIDA et al. 2005). Os agentes
hormonais sdo farmacos que suprimem a secrecdo de hormdnios ou antagonizam sua
acéo, dentre eles os glicocorticoides, 0s estrogénios, 0s progestogénios, entre outros. Os
produtos naturais, ou farmacos obtidos a partir de produtos naturais, agem, de modo
geral, afetando especificamente a funcdo dos microtubulos e, consequentemente, a
formacdo do fuso mitdtico. J& os agentes alquilantes atuam através da formagéo de

ligacOes covalentes com o DNA, impedindo assim, a replicagdo. Os complexos de



coordenagéo de platina agem de forma semelhante aos agentes alquilantes (RANG et al.
2004). Existem ainda farmacos que ndo se encaixam nessas classificacdes, estes sdo
chamados de agentes diversos, e entre eles encontram-se os derivados acridinicos. As

estruturas de alguns desses farmacos podem ser vistas na figura 3 (pag. 09).

Metotrexato
NH3
HsN-—Pt—Cl

Cl
oH Cisplatina

O

Cl

Vincristina

Clorambucil

FIGURA 3. Exemplos de farmacos antineoplasicos das mais diversas classes.

2.2. Acridinas

Os derivados de acridina desempenham papel importante na classe de farmacos
antineoplasicos que se intercalam no DNA, caracterizados estruturalmente pela presenga
de uma porcéo plana ou semi-plana, possivelmente capaz de se intercalar no DNA. O
sistema de anéis triciclicos lineares da acridina a tornam uma molécula versatil na
sintese desta familia de agentes antitumorais (ANTONINI et al. 2002). Estes compostos
ficam ligados ao DNA por forcas de van der Waals, mais especificamente a parte dos
anéis heterociclicos, que sdo complementadas por fortes ligacdes idnicas, formadas com
0 nitrogénio secundario presente na cadeia aberta dos substituintes, com os ions fosfatos
da cadeia do DNA (RAJENDRAN & NAIR, 2006).

Até agora, a Unica esperanga para a cura de neoplasias malignas sistémicas,

desde que sejam descobertas em estagios iniciais, como leucemia, linfoma, e tumores
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unifocais que se espalharam por metastase, reside em tratamentos sistémicos, como
quimioterapia e imunoterapia, sendo o primeiro de grande importancia clinica.
Infelizmente, o uso prolongado de agentes quimioterdpicos muitas vezes leva ao
aparecimento de populagdes de células resistentes a multiplos farmacos. Esse fendmeno,
conhecido como ‘“resisténcia a multiplas drogas” (MDR, do inglés, Multidrug
Resistance), constitui atualmente o principal problema para alcangar a cura dos
pacientes. Embora o problema da MDR das células tumorais seja conhecida ha quase 30
anos, ele ainda ndo foi contornado com sucesso na clinica, justificando a constante
busca por novos farmacos citotoxicos.

Em 1995, ANTONINI e seu grupo de pesquisadores publicaram um artigo
descrevendo a sintese e atividades biologicas de compostos derivados de acridina
obtidos a partir da fusdo de 9-acridona e uracila,como novos agentes antineoplésicos
ativo em uma linha de células MDR, citostaticos e que exibem atividade antitumoral
(ANTONINI et al. 1999).

O primeiro interesse médico em farmacos que agem intercalando o DNA foi
devido ao seu potencial como drogas antineoplasicas, em 1978, o derivado de acridina
m-ansacrina se tornou o primeiro agente intercalante de DNA sintético utilizado com
sucesso clinico (CHEN et al. 2005B). Os derivados de acridina tém sido amplamente
estudados como potenciais agentes quimioterapicos, devido a sua capacidade de
intercalacdo no DNA, levando a inibigéo da topoisomerase 1l em mamiferos. Entre eles,
a N-[4-(acridin-9-ilamino)-3-metoxifenil]-metanossulfonamida (ansacrina, m-AMSA)
(FIGURA 4, pag. 11) tem sido especialmente relevante, e tornando-se um farmaco util
para o tratamento clinico da leucemia e de linfomas. Desde entdo, muitos esforgos tém
sido dirigidos para a concepcéo e preparacdo de novos analogos de amsacrina, com o
objetivo de desenvolver novos farmacos com melhoria na atividade antitumoral (CHEN
et al. 2002; CHEN et al. 2004; RODRIGUEZ-LOAIZA et al. 2004; CHEN et al.
2005A).

O composto derivado de acridina N-[(2-dimetilamino)etil]acridina-4-
carboxamida (DACA) (FIGURA 4, pag. 11) é um agente intercalante de DNA com
atividade inibitoria sobre as enzimas topoisomerase | e topoisomerase 1l. Este tem um
amplo espectro de atividade contra tumores sélidos em animais, ndo € afetado pela
MDR mediada pela P-glicoproteina e, em 1997, estava em ensaios clinicos como um

farmaco anticancerigeno (GAMAGE et al. 1997).Estudos de relacéo estrutura-atividade
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(do inglés, structure-activity relationship, SAR), de inibidores da DNA-topoisomerase
I1, sugeriram uma correlacdo positiva entre a poténcia citotoxica e a forca de ligacéo
reversivel a0 DNA (GARG, DENNY & HANSCH, 2000; GAMAGE et al. 1999).

N | o:T_:o

H o NH
HN o] :O/
HN
AN X
N =

N
DACA Ansacrina

FIGURA 4. Estruturas de dois derivados acridinicos com atividade antineoplasica, DACA e

Ansacrina.

2.3. Substituic@o nucleofilica

Dentre todas as reagdes da quimica organica, uma das mais importantes € a
substituicdo nucleofilica, caracterizada pelo ataque de um nucleéfilo, que traz um par de
elétrons para o substrato que contém um grupo abandonador que, ao deixa-lo, leva
consigo um par de elétrons, como ilustrado no esquema 1 (pag. 11). O nucléofilo deve
possuir um par de elétrons desemparelhados para que haja a substitui¢do, sendo por isso
uma base de Lewis (SMITH & MARCH, 2007; FESSENDEN & FESSENDEN, 1993;
KATRITZKY & BRYCKI, 1990). O termo nucleofilicidade se refere a capacidade de
uma base de Lewis em participar de uma reagdo de substituicdo nucleofilica, este é
utilizado para descrever as direcOes das taxas de reagOes de substituicdo que s&o
atribuiveis as propriedades do nucletfilo (CAREY & SUNDBERG, 2007%).

Y@@ + R—X > Y—R + X
ESQUEMA 01. Esquema geral de substitui¢do nucleofilica (FONTE: CAREY & SUNDBERG,
2007?).
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Existem diversos mecanismos pelos quais as reacdes de substituicdo nucleofilica
podem ocorrer em face de diferentes substratos, nucledfilos, grupos abandonadores,
etc., porém os mais comuns sdo a Substituicdo Nucleofilica Unimolecular e a
Substituicdo Nucleofilica Bimolecular (Sny1 e Sn2, respectivamente) (SMITH &
MARCH, 2007; CAREY & SUNDBERG, 2007?).

A S\l se caracteriza por formar intermediarios com carater idnico. Ela é
chamada unimolecular devido a dissocia¢do da molécula do substrato em dois ions ser a
etapa determinante da reac&o, isto €, ela ird controlar a velocidade com qual a reagdo de
substituicdo ira ocorrer (VOLLHARDT & SCHORE, 1999; FESSENDEN &
FESSENDEN, 1993). Esta dissociagdo leva a formacdo de um intermedidrio e € ele que
determina a velocidade da reacdo (FIGURA 5, pag. 12)(SMITH & MARCH, 2007). J4 a
reacdo Sn2 se caracteriza por haver, simultaneamente, a quebra da ligacdo existente
entre 0 grupo abandonador da molécula do substrato e a formacdo de ligacdo entre
nucleofilo e substrato, ou seja, ha um estado de transicao entre as moléculas envolvidas
(FIGURA 6, pag. 13). Como hé esta simultaneidade de quebra e formagao de ligacBes
entre as duas moléculas esta ¢ chamada bimolecular, ndo havendo a formacdo de
intermedidrios reacionais, entdo a velocidade com que a reacdo ocorre é determinada
pela velocidade na qual h& quebra e formacéo de ligagdo (SMITH & MARCH, 2007;
VOLLHARDT & SCHORE, 1999D).

| lenta /
HC—C—C =—~ Hac—c< + CI Etapat
CH, ChHg
CHy CH,
- répida |
HC—C+ + :| H =— H3c—g|:—o—|-| Etapa 2
CH; H CHz H
<:H3 CH,
rap|da | oy
H@_C_Q\J—HJ' —_— Hsc*cr*o 2 H—(|3—H Etapa 3
CH3 H CH; H H

FIGURA 5. Exemplo de reacdo Sy1, mostrando a etapa determinante (etapa 1), onde 2-cloro-2-
metilpropano é convertido a 2-metilpropan-2-ol (FONTE: SOLOMONS, 2000, modificada).
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FIGURA 6. Exemplo de reacdo Sn2, evidenciando a presenca do estado de transicdo (FONTE:
SOLOMONS, 2000, modificada).

Outro tipo de reacdo de substituicdo (SN) é a SN-aromaética, seu mecanismo de
acdo é por via adicdo-eliminacdo, SNAr-Ad,E, que ocorre envolvendo a formagdo de
intermediario, conforme ilustra a figura 7A (pag. 13). A sequéncia inversa, a via de
eliminacéo-adicdo, SNAr-E,Ad, descrita pelos pesquisadores Wu e Glaser, em 2004, é
mais rara e é referida como mecanismo unimolecular (FIGURA 7B, pég. 13). Esta
nomenclatura implica que a eliminacdo é essencialmente completa no momento da
adicdo do nucledfilo. Este mecanismo de reacdo é o equivalente aromatico da
substituicdo nucleofilica unimolecular em centros sp3, mais indicado como SylAr. No
entanto, hd uma terceira opcdo, o0 processo bimolecular em que a eliminagdo do grupo
abandonador e a adi¢do do nucle6filo ocorrem ao mesmo tempo e sem formagéo de um
intermediério (FIGURA 7C, péag. 13). Essa reacdo € o equivalente aromético da
substituicdo nucleofilica bimolecular pela frente em centros sp®. Este mecanismo de
reacdo € denominado como Sy2Ar. O intermediario do processo SyAr-Ad,E e a
estrutura do estado de transicdo do mecanismo Sy2Ar séo topologicamente a mesma,
porém elas diferem nas ligagbes carbono-nucledfilo e carbono-grupo abandonador.
Ambas devem ser curtas no intermediario e no mecanismo Sy2Ar estdo envolvidas duas
ligacOes parciais.(WU & GLASER, 2004).

Orome Ok O
O Oom O
O] e e

FIGURA 7. A) Mecanismo geral das reaces SyAr-Ad,E; B) Mecanismo geral das reacdes
SNAr-E,Ad e C) Mecanismo da reacdo Sy2Ar (FONTE: WU & GLASER, 2004, modificada).

\\“
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Além das reacbes de SNAr também sdo conhecidas as reagdes de substituicdo
eletrofilicas arométicas (SEAr), tais como nitragdo, halogenagdo e acilagdo de Friedel-
Crafts (BUNNETT & ZAHLER, 1951). As reacdes de SEArconstituiram uma parte
vital na “construcdo” de derivados aromaticos substituidos. Claramente, 0 mecanismo
mais simples e mais geral de SEAr em solugdo é o mecanismo de ions chamados
arenium, ilustrado na figura 8 (pag. 14) (YAO et al. 2008).

X Y
X Y
X
| + v — gz) — + x*
// /
Z Z Z

FIGURA 8.Proposta de mecanismo de substituicdo eletrofilica eletrofilica do ion arenium
(FONTE: YAO et al. 2008, modificada).

Ha mais de 100 anos Friedel e Crafts relataram a quimica de substituicdo
aromatica eletrofilica. No entanto, esta area da quimica organica continua sendo
pesquisada, tanto para fins de estudos mecanisticos quantoem aplicagdes em sintese
orgénica (ZHANG et al. 2003). As acilagdes inter e intramoleculares de Friedel-Crafts
(FC) sdo métodos comuns para a formacdo de ligacdo carbono-carbono e séo objetos
continuos de investigacdo. A reacdo FC tem sido amplamente utilizada na sintese de
cetonas arométicas e ciclicas, que sdo importantes intermedidrios sintéticos nas
indUstrias quimicas e farmacéuticas (KANGANI & DAY, 2008; FIROUZABADI,
IRANPOOR & NOWROUZI, 2004).

A alquilacéo de alcenos via FC é uma das rea¢des mais importantes na formacéo
das ligacbes carbono-carbono em quimica organica. Com base no tipo de reagdo, a
alquilacdo FC pode ser classificada como (i) reacdo de arenos com alquenos nédo
funcionalizados utilizando carbocations como intermediarios; (ii) reacdo de alquenos
deficientes em elétrons via adi¢do 1,4-conjugada; (iii) reacdo de arenos com compostos
intermediarios estaveis derivados de alquenos, como epdxidos; e (iv) reacdo com
intermedirios reativos gerados in situ a partir de ions de alcenos como trés halogénios,
conforme o esquema mostrado na figura 9 (pag. 15) (HAJRA, MAJI & BAR, 2007).
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FIGURA 9. Diferentes tipos de alquilacdo via FC (FONTE: HAJRA, MAJI & BAR, 2007,

modificada).

Dentre as alquilagBes, pode ser citada a reacdo de substituicdo aromética
catalisada por metal de transicdo, ja que outros mecanismos de substituicdo aromatica
ndo sdo suficientemente eficientes para compostos aroméaticos halogenados que nédo
possuam um substituinte ativador (CAREY & SUNDBERG, 2007b). Embora tenham
ocorrido avangos significativos na substituicio aromatica catalisada por metal
envolvendo aminas (ou amidas) e haletos de arila durante a Gltima década, a aplicacdo
de acoplamento em varias estruturas heterociclicas ainda é um processo relativamente
inexplorado (AUDISIO et al. 2007).

A importancia histérica de aminas aromaticas, que se reflete também na sua
importancia industrial, despertou o interesse no desenvolvimento de métodos para a sua
producéo. Ao longo dos anos inlmeros métodos extremamente Uteis para a formacéo da
ligacdo C-N em arilas foram criados. Nenhum desses, porém, estdo isentas de
desvantagens em termos de dificuldades das condi¢cbes de reagdo empregada,

generalidade, confiabilidade e custo (WOLFE et al. 1998). Um grande esforgo tem sido
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dedicado & descoberta de catalisadores eficientes para a substituicdo por nucledfilos
com atomos doadores de oxigénio e nitrogénio (CAREY & SUNDBERG, 2007b).

2.4. Consideragdes sobre paladio como catalisador em sintese organica

Entre os desenvolvimentos mais importantes em sintese organica pode-se citar o
advento de processos de acoplamento cruzado catalisado por paladio e niquel (WOLFE
et al. 1998). Existe uma tendéncia crescente em aplicar métodos empregando
catalisadores para a sintese e producdo de compostos quimicos, como agrotoxicos e
produtos farmacéuticos (BLASER et al. 2001). O impacto das reagdes cruzadas
catalisadas por paladio tem sido considerdvel e continua a ser o foco de muitas
pesquisas na area de catalise. E quase impossivel, nos dias de hoje, encontrar um
volume de uma revista, no dominio da quimica organica ou organometalica, sem uma
contribuicdo destas reagdes cruzadas. Devido a sua ampla aplicabilidade para a
formacédo da ligacdo C-C, estas fazem parte do arsenal de quimicos sintéticos. Como
consequiéncia de sua versatilidade, a indUstria quimica vem investindo nesses métodos,
sendo muitos ja patenteados (MARION & NOLAN, 2008).

As transformag@es organicas mediadas por paladio, como as reacdes de Suzuki-
Miyamura, Heck e Bichwald-Hartwig, sdo poderosos métodos sintéticos para a
formacdo de ligagcbes carbono-carbono e carbono-heterodtomo (ZHANG &
NAGASHIMA, 2006). Mais especificamente, as ligagdes entre carbono e nitrogénio,
carbono e oxigénio, e carbono e enxofre, que séo geralmente preparadas usando paladio
como catalisador, e em menores propor¢des com outros metais de transicdo como cobre
e niquel. Pesquisadores como Buchwald, Hartwig, entre outros, tém se destacado no
desenvolvimento  dessas reagfes (BRAVO-ALTAMIRANO, HUANG &
MONTCHAMP, 2005).

Os catalisadores homogéneos de palddio tém vérias vantagens importantes: 1)
muitos precursores de metais diferentes sdo conhecidos e estdo disponiveis; 2) paladio
forma complexos com grande variedade de ligantes organicos, com atomos de fésforo,
de nitrogénio e de oxigénio; 3) muitos desses complexos séo relativamente faceis de

preparar e manipular; 4) muitas reacfes catalisadas dao resultados confiaveis e séo
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faceis de executar em equipamentos comuns; 5) ha boa tolerancia a grupos funcionais.
A lista de transformagdes sinteticamente Gtil € agora verdadeiramente impressionante e
explica porque a catélise utilizando paladio encontrou o seu lugar no repertorio de

tantos quimicos orgéanicos (BLASER et al. 2001).

Uma estratégia interessante para introduzir substituintes vinila, arila, arilamino
ou alquilamino, que serviriam como eventuais grupos farmacoforicos (que se referem ao
arranjo tridimensional de 4&tomos ou grupos funcionais necessarios para a ligagdo de um
composto em uma enzima ou receptor especifico), € usar a quimica de paladio. Desta
forma, novas ligacGes C-C e C-N poderiam ser facilmente obtidas na fase final da rota
de sintese dos compostos-alvo (BALLET et al. 2007).

Os primeiros estudos modernos da quimica de acoplamento catalisada por
palédio para formar aminas foram estimulados por trabalhos de pesquisadores como
Kosugi, Kameyama, e Migita sobre o acoplamento de amidas de estanho com haletos de
arila catalisada por paladio e a tri-orto-toluilfosfina (ESQUEMA 2A, pég. 18).
Protocolos préticos para o acoplamento de aminas com haletos de arila, na presenca de
uma base e um catalisador (ESQUEMA 2B, pég. 18), foram publicados, em 1995, pelos
laboratérios de Bichwald e de Hartwig. Este novo procedimento eliminou a
necessidade dos toxicos e relativamente instaveis reagentes de estanho aminados.
Comecgou-se entdo a incluir reacBes de aminas primarias através do trabalho no
laboratorio de Biichwald e no laboratério de Hartwig com catalisadores e como ligantes
as bisfosfinas aromaticas (ESQUEMA 2C, pag. 18) (HARTWIG 2008).

Existem alguns indicios que mostram que as espécies precursoras de
catalisadores de palddio para as reagBes de acoplamento cruzado sdo, na realidade,

nanoestruturas de Pd[0] e ndo formas moleculares do metal (CASSOL et al. 2005).
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ESQUEMA 2. Evolucdo na utilizagdo de paladio como catalisador em reagdes de acoplamento
cruzado. A) Primeiras reacdes, descritas no trabalho de Kosugi, Kameyama, e Migita em 1983,
utilizando amidas contendo estanho; B) Reagdo envolvendo haletos de arila e compostos
aminados, trabalhos desenvolvidos por Biichwald e paralelamente por Hartwig em seus
respectivos laboratorios; C) Utilizagdo de aminas primarias como fonte de nitrogénio (FONTE:
HARTWIG, 2008 modificada).

2.5. Micro-ondas em sintese organica

Tradicionalmente, as reagdes organicas sao aquecidas usando uma fonte externa
de calor (como um banho de 6leo) e, portanto, o calor é transferido por conduténcia.
Este é um método de transferéncia de energia relativamente lento porque depende da
condutividade térmica de diferentes materiais que devem ser penetrados, e dos
resultados da temperatura do recipiente de reacdo, que acaba sendo maior que o da
reacdo. Em contrapartida, a irradiagdo de micro-ondas produz calor interno eficiente por
acoplamento direto de energia de micro-ondas com as moléculas polares (por exemplo,
solventes, reagentes e catalisadores) que estdo presentes na mistura de reagdo (FIGURA
10, pag. 19) (KAPPE & DALLINGER, 2006). Rendimentos muito elevados e reacbes
limpas séo obtidos utilizando somente pequenas quantidades de energia. A possibilidade
de empregar menos solventes oferece uma vantagem em se usar esta tecnologia de
aquecimento (LARHED, MOBERG & HALLBERG, 2002).
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FIGURA 10.Comparacdo entre aquecimento em micro-ondas e em banho de éleo (KAPPE &
DALLINGER, 2006, modificada).

Além desta, outras vantagens podem ser citadas: 1) obtencdo de temperaturas de
reacdo mais elevadas pela combinagdo de aquecimento rapido por micro-ondas com a
tecnologia de recipientes selados (autoclave); 2) reducédo significativa dos tempos de
reacdo, além de propiciar rendimentos mais elevados e rea¢cdes mais limpas, permitindo
reacOes mais rapidas; 3) uso de solventes sob pressdo com menores pontos de ebuli¢ao
(condigdes de recipiente autoclave) e aquecimento a temperaturas consideravelmente
superiores a seus pontos de ebuli¢do; 4) aquecimento direto “no nicleo” da mistura de
reacdo, 0 que resulta em um aguecimento mais rapido que o ponto de ebulicdo da
mistura; 5) possibilidade de controle de perfis de temperatura e pressdo, o que leva a
condi¢des de reacdo mais reprodutiveis; 6) aquecimento por micro-ondas € mais
energeticamente eficiente que banho de dleo de aquecimento cléssico devido ao
aquecimento molecular direto e inversdo de gradientes de temperatura; 7) pode ser
facilmente adaptado a sintese automatizada, seja ela sequencial ou paralela (KAPPE &
DALLINGER, 2006).

2.6. Reac0es de acoplamento cruzado

Como mencionado anteriormente, houve uma grande explosdo, nas Ultimas

décadas, de métodos que utilizam paladio em reacdes de acoplamento cruzado. Sua
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popularidade é resultado, em parte, da possibilidade do seu uso na presenca de muitos
grupos funcionais, o que permite que estes sejam empregados na sintese de moléculas
altamente complexas (LITTKE & FU, 2002).

Estas reacOes séo ferramentas poderosas para a formacdo de ligagbes C-C, e
ligacbes C-Heteroatomo, sendo aplicadas constantemente em laborat6rios de quimica e
no desenvolvimento de processos. A aminacgdo de Biichwald-Hartwig, o acoplamento
cruzado de Suzuki, a alquinilagdo de Sonogashira, o acoplamento de Heck, entre outras,
apresentam um mecanismo geral que pode ser observado no esquema 3 (pag. 20)
(FLECKENSTEIN& PLENIO, 2008). As transformacfes catalisadas por paladio
requerem apenas uma quantidade catalitica de um complexo ou nanoparticulas do metal

e sdo tolerantes a um grande nimero de grupos funcionais (HU et al. 2009).

R-R' R-X
k L,Pd° &
AI'\

dIILn dIILn
R' X

MX MR’

M =B, Sn, Si, Zn, Mg

ESQUEMA 3. Mecanismo geral para as reacdes de acoplamento cruzado catalisadas por paladio
(FONTE: LITTKE & FU, 2002, modificada).

2.6.1. Reacéo de Heck

A reacdo de acoplamento de Heck é um dos mais importantes métodos utilizados
para a formacdo de ligagdes C-C, e envolve haletos de arila ou vinila e triflatos com
alcenos (LITTKE & FU, 2002). Ela tem sido amplamente aplicada tanto intra como
intermolecularmente, inclusive em reagdes de fechamento de anel (NICOLAOU,
BULGER & SARLAH, 2002). Esta reagdo, que € um dos tipos mais basicos de reacdes

que envolvem ciclos cataliticos mediados por palddio, ocorre pela capacidade que as
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espécies de Pd(0) de sofrerem adigdo oxidativa com diferentes tipos de ligagbes C-X,
insercdo e PB-eliminacdo, e também da adicdo do intermediario formando ligacoes
insaturadas (BELETSKAYA & CHEPRAKOV, 2000).A reacdo geral é representada no

esquema4(péag.21), e a proposta de mecanismo exemplificado no esquema5 (pag. 21).

H Rt R4 Rl
0
_ + Ri—x Cat. [Pd°L ] b He—x
Base
R3 R? R3 R2

R* = Aril, benzil, vinil
X =Cl, Br, |, OTf

ESQUEMA 4. Esquema geral da reacdo de Heck (FONTE: NICOLAOU, BULGER &
SARLAH, 2002, modificada).
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ESQUEMA 5. Proposta de mecanismo da reacdo de Heck (FONTE: LITTKE & FU, 2002,

modificada).

2.6.2. Reacéo de Stille

A reacdo de acoplamento cruzado de Stille, que também é catalisada por paladio,
utiliza compostos organicos de estanho e uma grande variedade de eletrdfilos organicos,
fornecendo um método para a formag&o das ligagdes C-C, j& que é tolerante a uma gama
de grupos funcionais para a formacdo destas ligacbes, € estereoespecifica e

regiosseletiva, dando também rendimentos elevados dos produtos desejados (STILLE,
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1986; MILSTEIN & STILLE, 1978). Esta reacéo, como resultado da estabilidade dos
reagentes organicos de estanho, mostrou-se muito Gtil na sintese de substancias a partir
de produtos naturais (LITTKE & FU, 2002) (ESQUEMA 6, pég. 22).

0
RI—SnR; + R?>—X _Cat[Pdby), pi—g2 + X—SnR;

R = Alquil, alquinil, aril, vinil
R2 = Acil, alquinil, alil, aril, benzil, vinil
X =Br, Cl, I, OAc, OP(=0)(OR),, OTf

ESQUEMA 6. Esquema geral da reacdo de Stille (FONTE: NICOLAOU, BULGER &
SARLAH, 2002, modificada).

2.6.3. Reacéo de Suzuki

Dentre as reagBes de acoplamento cruzado catalisadas por pal&dio, a reacdo de
Suzuki emerge como uma das favoritas para a sintese de fragmentos de biarila, pois ha
um grande nimero de &cidos bordnicos disponiveis comercialmente, com grande
estabilidade ao calor, ao ar e a umidade, inclusive baixo grau de toxicidade. Ela utiliza,
assim como a reacdo de Stille, haletos de arila ou vinila e triflatos, porém ha utilizacéo
de base para ativacdo do acido borénico, conforme esquema? (pag. 22) (TESTERO &
MATA, 2008).

Cat. [Pd°L ]

1—p2 + _
— RI—R2 + X—BY,

RI—BY, + R2—X

R = Alquil, alquinil, aril, vinil
R2 = Alquil, alquinil, aril, benzil, vinil
X=Br, Cl, I, OP(=0)(0OR),, OTf, OTs

ESQUEMA 7. Esquema geral da reacdo de Suzuki (FONTE: NICOLAOU, BULGER &
SARLAH, 2002, modificada).

2.6.4. Reacéo de Sonogashira

A reacdo Sonogashira tem atraido atengdo como uma forma eficiente de obter
grupos alquenil e arilacetilenos, alcinos substituidos, dienos simétricos, polimeros, etc.
Esta é um tipo de acoplamento que envolve C(sp®)-C(sp), entre haletos de arila ou
alquenila e alcinos terminais (BLASZCZYK, TRZECIAK & ZIOLKOWSKI, 2009)
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(ESQUEMA 8, pég. 23). O acoplamento ocorrer também na presenga de cobre como
co-catalisador, geralmente na forma de Cul. Ha diversas possibilidades de converséo
para estes alcinos, o que torna esta reacdo como excelente candidata a elaboracéo de
sintese de compostos de biblioteca combinatdria (TESTERO & MATA, 2008).

RI———H + R>—X

Cat. [Pd°L ] Rl

2 4+ _
Cat. CuX, hase R H X

R! = Alquil, alquinil, aril, vinil
R? = Alquil, alquinil, aril, benzil, vinil
X =Br, Cl, I, OP(=0)(0OR),, OTf, OTs

ESQUEMA 8. Esquema geral da reacdo de Sonogashira (FONTE: NICOLAOU, BULGER &
SARLAH, 2002, modificada).

2.6.5. Reacéo de Negishi

Em 1977, Negishi mostrou que compostos organicos halogenados de zinco
reagiam com iodetos de alquenil, em presenca de Pd(PPhs), em quantidade catalitica.
Anos depois a reagdo foi estendida a diversos compostos orgénicos de zinco

(KNOCHEL & SINGER, 1993) (ESQUEMA 9, pég. 23).

0
Ri—znR? + RiI—x —lPdhd, pigs 4 x—znR?

R = Alquil, alquinil, aril, vinil
R3 = Acil, aril, benzil, vinil
X =Br, |, OTf, OTs

ESQUEMA 9. Esquema geral da reagdo de Negishi (FONTE: NICOLAOU, BULGER &
SARLAH, 2002, modificada).

2.6.6. Reacdo de Hiyama

A reacdo de acoplamento cruzado catalisada por palédio envolvendo haletos,
triflatos e tosilatos de arila ou vinila com organossilanos é comumente conhecida como
reacdo de Hiyama, e é uma alternativa atraente em relacéo a reagdo de Stille, ja que 0s

reagentes desta ndo sdo toxicos (LITTKE & FU, 2002). Esta reagdo também apresenta
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vantagens como baixo custo, facilidade no manuseio e estabilidade em diversos meios
quimicos. Os organossilanos possuem baixa reatividade, por este motivo, a reagao
requer anions fluoreto ou uma base, para que haja o rompimento da ligagéo estavel entre
silicio e carbono (CHEN, WU & TSAI, 2008; MONTENEGRO et al. 2009), conforme
esquema 10 (pag. 24).

Cat. [PdL,] R1

3 + —_— /D2
F~ ou base R XTSiR%)s

ou

R™—Si(R%)s+ R>—X

R! = (RO)3Si, Me(z )FySi
R3 = Alquil, alquinil, aril F—Si(R?);
X =Br, I, OTs

ESQUEMA 10. Esquema geral da reacdo de Hiyama (FONTE:http://www.organic-

chemistry.org/namedreactions/hiyama-coupling.shtm, modificada).

2.6.7. Reacdo de Kumada

A reagdo de acoplamento dos reagentes de Grignard com haletos de arila ou
vinila é conhecida como reacdo de Kumada. Este processo é de grande importancia
entre as reagdes de acoplamento cruzado, pois foi descoberta relativamente cedo (1972),
porém ela possui limitagbes, em relacdo as reagBes previamente descritas, devido a
incompatibilidade dos reagentes de Grignard com diversos grupos funcionais (LITTKE
& FU, 2002). Em geral, a reacdo Kumada é realizada na presenca de niquel como
catalisador, porém foram relatadas algumas onde o catalisador utilizado foi paladio
(ESQUEMA 11, pag. 25) (ZHANG et al. 2006).

Ni(dppb)Cl, o o1
Pd(PPh5),

RI—MgX + R>—X R?> + MgX,

R® = Alquil,aril, vinil
R2 = Aril, vinil
X =ClI, Br, |

ESQUEMA 11. Esquema geral da reacdo de Kumada (FONTE:http://www.organic-

chemistry.org/namedreactions/kumada-coupling.shtm, modificada).

2.6.8. Reacéo de Buchwald-Hartwig
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Dentre as reagBes de acoplamento cruzado catalisadas por pal&dio, a reacdo de
Blchwald-Hartwig, emergiu nas Ultimas décadas como uma poderosa ferramenta para a
sintese de arilaminas. Uma grande variedade de aminas e nucleofilos de nitrogénio
podem sofrer este tipo de acoplamento (TRABANCO, VEGA & FERNANDEZ, 2007).
Esta metodologia chama bastante atencdo, pois ha a possibilidade de sintese de
importantes intermediérios, que através das metodologias anteriores a esta ndo seriam
possiveis (LIU et al. 2007).

A sintese de compostos contendo o grupo N-arila atrai grande interesse devido a
importancia de tais compostos em areas tdo diversas como a de produtos naturais, de
fotografia e de materiais (YANG & BUCHWALD, 1998), uma vez que a série de
aminas, enaminas ou iminas resultantes, sejam, ou produtos valiosos ou intermediarios
altamente versateis (DOHERTY et al. 2006). Embora uma série de métodos tradicionais
exista para a construcdo da ligagdo C-N em grupos aril, eles podem apresentar
problemas como de generalidade limitada, condigfes adversas, necessidade de empregar
quantidades estequiométricas de reagentes caros, inUmeras etapas de sintese e
ambiguidade regioquimica (YANG & BUCHWALD, 1998), reagentes altamente
reativos, utilizacdo de grandes quantidades de amina, temperatura de reacdo elevada e
formacé&o de isdbmeros (CHRISTENSEN, KIIL & DAM-JOHANSEN, 2006).

Nos anos posteriores ao desenvolvimento deste acoplamento o grupo de
pesquisa de Bichwald e o de Hartwig, de forma progressiva e independente,
contribuiram para o desenvolvimento de uma metodologia prética para a formacéo da
ligacdo C-N em compostos aromaticos, ndo envolvendo aminas primarias, mas também
secundarias e terciarias, além de casos onde h& ciclizacdo intramolecular (YANG &
BUCHWALD, 1998).

Os catalisadores mais utilizados sdo baseados em fosfinas quelantes, como o
2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil (BINAP) e o 1,1’-bis(difenilfosfino)ferroceno
(DPPF). O BINAP funciona bem na presenca de base fraca, carbonato de césio,
permitindo um elevado nivel de tolerdncia do grupo funcional. Embora os sistemas de
novos catalisadores tolerem a presenga de grupos funcionais quando o fosfato de

potéassio € empregado como base, 0 BINAP parece dar melhores resultados para as
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reacbes de aminas primarias com substratos funcionalizados (WOLFE &
BUCHWALD, 2000).

Um grande impulso para este campo foi fornecido pela capacidade de ativar o
notoriamente menos reativo, mas relativamente barato, cloreto de arila. Surgindo assim,
uma infinidade de sistemas cataliticos de paladio, agora acessiveis para a trasnformacéo
envolvendo cloretos de arila (URGAONKAR & VERKADE, 2004).

O acoplamento de Buchwald-Hartwig acontece através de uma ligacdo covalente
entre 0 4tomo de carbono de um haleto de arila e um &tomo de nitrogénio de uma amina
priméria ou secundéria, na presenca de um complexo metélico solivel e uma base
(ESQUEMA 12, pag. 26). Quando comparada com outros métodos, esta metodologia
utiliza menor temperatura de reacdo, normalmente entre 80e 100°C, ocorrendo com
maior seletividade com relacdo a amina e também ndo inclui reagentes altamente
reativos, que causariam reacOes laterais ou sem controle (CHRISTENSEN, KIIL &
DAM-JOHANSEN, 2006). Atualmente, os haletos de arila, triflatos e tosilatos podem
ser utilizados, juntamente com arilaminas, alquilaminas, amidas, sulfonamidas, iminas,
compostos heterociclicos nitrogenados e, também, mais recentemente, com aménia, em

uma variedade de condigdes reacionais (ORGAN et al. 2008).

Cat. [Pd°L,]

R=—NR*-Ar + H—X
Base

RI—NHR? + Ar—X

R = Alquil, aril
RZ=H,C
X =Br, Cl

ESQUEMA 12. Esquema geral da reacdo de Biichwald-Hartwig (FONTE:http://www.organic-
chemistry.org/namedreactions/Biichwald-hartwig-reaction.shtm, modificada).

O ciclo catalitico proposto comeca com a adi¢do oxidativa do haleto de arila ou
pseudo-haletos sobre a espécie de Pd(0). Apos a coordenacdo da amina e subsequente
desprotonacdo, chega-se a um complexo amido anidnico, caso se utilize baixa
temperatura, ou a espécies tricoordenadas neutras, em altas temperaturas. Finalmente ha
eliminagdo redutiva resultando o produto, com concomitante regeneragdo do Pd(0)
(ESQUEMA 13, pag. 27) (ORGAN et al. 2008).
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| Ar-X
R Pd’L,
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‘/N\ Ar
R Pd”Ln Pd”Ln
X
Ar T R
H\N/R‘ H—nN
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Base-H X }
R, R
W
X

Base

ESQUEMA 13. Mecanismo da reagéo de Biichwald-Hartwig (FONTE: ORGAN et al.
2008, modificada).
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3.1. Objetivo geral

Sintetizar derivados aminoacridinicos, racionalmente planejados a partir da
relacdo estrutura-atividade da Amsacrina e avaliar sua atividade citotoxica em

linhagens de células tumorais.
3.2. Objetivos especificos

Sintetizar os derivados aminoacridinicos por aquecimento convencional;

Utilizar novas metodologias para a sintese de aminoacridinas;

Padronizar as condigOes reacionais na metodologia de Biichwald-Hartwig para a
sintese de derivados aminoacridinicos;

Avaliar a atividade citotéxica das substancias sintetizadas.
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4. Resultados e Discussao

Diversas substancias cujo nicleo basico é a acridina foram obtidas e testadas
para diversas patologias, incluindo as neoplasias malignas (NARAYANAN et al. 2005).
De acordo com trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisas, incluindo a sintese e
avaliagio farmacoldgica de derivados amidinicos (ARAUJO-JUNIOR, et al. 2006;
SCHMITT et al. 2006; ARAUJO-JUNIOR et al. 2007; BENDERITTER et al. 2007), foi
planejada no trabalho em tela a substituicdo do ndcleo 9-cloroacridina por aminas
alifaticas, aromaéticas, e principalmente amidinas (FIGURA 11, pag. 31), no intuito de

verificar a influéncia dos nitrogénios, presentes nas amidinas, na resposta bioldgica.

Tendo em vista a reatividade da 9-cloroacridina (1),foram planejadas substancias
que pudessem ser obtidas através de reagBes de substituicdo nucleofilica aromatica,
utilizando-se aminas alifaticase aminas aromaticas, baseadas em analogia estrutural a
dois derivados acridinicos, DACA e Amsacrina, para posterior avaliacdo da relagéo
estrutura-atividade destes derivados em modelos de inibicdo do crescimento de células

tumorais.

_R(AN)

Cl HN
. X X
Amina + —
= =
N N
9-cloroacridina (1)

HoN

4\ ) @ J\

N— / \ / \
HN N—  HN HN o]
N\ / S/ _/
NH s
HZN)LH/NHZ HNLH/NHZ

FIGURA 11. Planejamento da sintese dos derivados aminoacridinicos.
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Dada a diferenca na nucleofilicidade das aminas utilizadas, algumas
metodologias foram empregadas, objetivando-se obter as substancias planejadas de
maneira mais eficiente, com melhores rendimentos, e com pouco ou nenhum produto de

competicdo na reagéo.

4.1. Obtencéo de cloroacridinas

Para a obtencdo dos derivados acridinicos, optou-se comecar pela sintese de
acridona (substancia 2), que seria depois convertida a cloroacridina, pois 0s reagentes
para a sintese de 2 podem ser obtidos comercialmente e tém menor custo que a propria

cloroacridina, sendo esta o ponto de partida na sintese dos derivados desejados.
4.1.1.Sintese de acridona

A metodologia para a sintese de acridonas é conhecida desde o final do século
XIX. Matsumura, em 1935, j4 evidenciava que pesquisadores a sintetizavam e podiam
obter derivados da mesma apenas fazendo substitui¢ces no acido N-fenilantranilico (3),
que era desidratado com 4&cido sulflrico resultando em acridona. A substancia 2 foi
sintetizada através do método que pode ser visto no esquema 14 (péag. 32), na qual ha
condensagdo do acido, com a utilizagdo de acido metanossulfénico como solvente, para

a formacéo daquele.

d\ CH 0,S
140°C, 04 horas

@
©)]

ESQUEMA 14. Sintese de Acridona.

O progresso da reacdo foi acompanhado através de placas de cromatografia em
camada delgada eluida em uma mistura de hexano e acetato (1:1), onde se observava o

desaparecimento do produto de partida. SO apGs essa constatacdo a reagdo era entdo
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terminada. O produto tem caracteristica de po amarelo, e a reacdo se deu com

rendimento quantitativo. O mecanismo desta reacdo pode ser observado no esquema 15
(pag. 33).

A caracterizacdo de 2 foi realizada através de espectro de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e de carbono (RMN *H e RMN *3C, respectivamente), onde 8
7,25 corresponde a um tripleto (J=7,6Hz) referente a H-2 e H-7; em 8y 7,72, um tripleto
(J=7,9Hz) correspondente a H-3 e H-6; em &y 8,23, um dupleto (J=7,6Hz) que
corresponde aos hidrogénios presentes nos carbonos H-1 e H-8; observa-se também, em
dn 7,54 um dupleto (J=8,3Hz) para os hidrogénios dos carbonos H-4 e H-5; em 64 11,9,

um simpleto agudo e intenso correspondente ao hidrogénio na ligagdo C-N-H(TABELA

1, pag. 34). Para a analise de RMN **C foram obtidos os seguintes valores: C-1e C-8, 8¢
126,48; C-2 e C-7, 6¢c 121,52; C-3 e C-6, ¢ 133,97; C-4 e C-5, 117,80; C-9, o¢ 177,31,
C-4ae C-8a, 5c 141,34 e C-9a e C-10a, 6¢c 120,91. Estes valores estdo de acordo com 0s
encontrados por Bouzyk, Ludwika e Blazejowski em 2002, conforme tabela na pagina
34.

O oAge'e

OH

/
O\ O
N

ESQUEMA 15. Proposta simplificada do mecanismo da sintese de acridona.

I—2=
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Tabela 1. Dados de RMN *H e **C da acridona (DMSO-ds, 400MHz) em comparagdo aos citados na
literatura, por Bouzyk, Ludwika e Blazejowski (2002).

Acridona

Posicéo S Sn (Bouzyk, Ludwika e S¢c S¢ (Bouzyk, Ludwika e
Blazejowski, 2002) Blazejowski, 2002)
le8 8,23 (1H, d, J=7,6Hz) 8,23 (1H) 126,480 125,99
2e7 7,25 (1H, t, J=7,6Hz) 7,25 (1H) 121,521 120,99
3eb6 7,72 (1H, t, J=7,9Hz) 7,73 (1H) 133,970 133,41
4eb 7,54 (1H, d, J=8,3Hz) 7,54 (1H) 117,801 117,30
9 - - 177,307 176,99
10" 11,9 (1H, s) 11,7 (1H) - -

4ae 102 - - 141,340 140,86
%9ae8a - - 120,914 120,46

'Nos compostos acridinicos esta posic&o corresponde ao nitrogénio.

4.1.2. Sintese de 9-cloroacridina

Apoés a obtengdo de 2,partiu-se para a sintese de 9-cloroacridina (1). Wu e
colaboradores em 2008, sintetizaram um anélogo da substancia 1, o cloreto de 9-
cloroacridina-4-carbonila, utilizando uma acridona substituida e cloreto de tionila. Para
a sintese de 1, foi utilizada metodologia semelhante com algumas diferengas no
tratamento da reacdo (ESQUEMA 16, pag. 34). A substancia 1 foi obtida pura, com
rendimento de 81%. Devido a problemas com a estabilidade da 9-cloroacridina, o
produto foi mantido sob véacuo e refrigeracdo para que ndo oxidasse a acridona.A
proposta de mecanismo da reacéo de cloracdo pode ser conferido no esquema 17 (pag.
35).

O

SOcCl,
100°C, 03 horas

N
H
@ @)

ESQUEMA 16. Sintese de 9-cloroacridina.
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ESQUEMA 17. Proposta simplificada de mecanismo da sintese de 9-cloroacridina.

A substéncia 1 foi caracterizada através de RMN 'H. Em 6 7,66 (J=7,7Hz) ha um
tripleto para os hidrogénios H-2 e H-7; em & 7,84 (J=7,7Hz) também um tripleto para
H-3 e H-6; em uma frequéncia de 6 8,26 (J=7,7Hz) um dupleto correspondente a H-4 e
H-5; e em 0 8,46 (J=9,0Hz) a presenca de um dupleto para os hidrogénios H-1 e H-8.

4.2. Obtencéo de derivados acridinicos contendo aminas aromaticas

A partir da obtencdo de 9-cloroacridina (1), diversas metodologias poderiam ser
usadas para a sintese dos derivados acridinicos substituidos em C-9 por arilaminas
funcionalizadas, dentre elas a descrita por Mosher, Holmes e Frost, em 2004. Este
meétodo que utilizava fenol para a obtencdo de derivados acridinicos. Neste trabalho,
eles constataram que 9-aminoacridinas poderiam ser sintetizadas com o emprego de
fenol, a uma temperatura entre 60 e 80°C sob agitacdo constante por 6 a 8 horas. Porém
eles obtiveram rendimento de 32%, considerado baixo. ApGs serem realizadas algumas
modificagdes, como o0 aumento de temperatura para 90°C e do tempo reacional para 14
horas (ESQUEMA 18, péag. 36), obteve-se a N-(piridin-2-il)acridin-9-amina (5), um pd
alaranjado, com rendimento de 72%. O provavel mecanismo pode ser visualizado no

esquema 19 (pag. 36).
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x
2-aminoniridi
_ aminopiridina
Fenol, 90°C, 14h

®)

ESQUEMA 19.Mecanismo proposto para a sintese da substancia 5.

Como mencionado anteriormente, a partir de 1, utilizando 3-aminopiridina
esperava-se obter a N-(piridin-3-il)-acridin-9-amina (6) (ESQUEMA 20, péag. 37).
Porém com a metodologia descrita por Mosher, Holmes e Frost em 2004, esta reagdo
ndo ocorria. Com a diminuigdo da nucleofilicidade da amina empregada,a reagéo seria
ainda mais dificultada ou ndo ocorria, mostrando a conversdo de 1 em 2, a acridona que
Ihe deu origem (ESQUEMA 20, pag. 37). Tentou-se entdo utilizar outras aminas para
verificar se a reacdo que emprega fenol funcionaria para outras que ndo a 2-
aminopiridina.Entretanto a metodologia ndo logrou éxito para qualquer outra amina
quando se utilizava os derivados acridinicos, levando a crer que isso ocorre devido a
mudanca de nucleofilicidade das aminas empregadas na reacdo de substituicdo

aromatica.



Fenol, 90°C, 14h

X
3-aminopiridina
N/ } O \

ESQUEMAZ20. Tentativa de obtencdo da substancia 5 e conversdo a 1.

Gemma e colaboradores, em 2008, desenvolveram um método de sintese de 4-
quinolilidrazinas envolvendo o uso de micro-ondas, que foi empregado na tentativa de
sintese de 6, entretanto a reagdo ndo ocorreu (ESQUEMA 21, pag. 37). Esta
metodologia foi, mais uma vez, utilizada na tentativa de sintese com outras aminas

aromaticas, porém também ndo logrou éxito.

/
g |
. N
HN
\
3-aminopiridina
= o~
N Etanol, pW, 120°C
@ 7
N
(6)

ESQUEMA 21. Tentativa de sintese da substancia 5, através de micro-ondas.

Outra metodologia adotada com o objetivo de obter os derivados
aminoacridinicos foi descrito por Asthana e Rastogi, em 1991, e pode ser vista no
esquema 22 (pég.38), ilustrada pela tentativa de sintese utilizando a 2-aminopirimidina
para a obtencdo de N-(pirimidin-2-il)acridin-9-amina (7), porém, como nas reacdes

anteriores, ndo resultou no produto desejado, mesmo para outras aminas.
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X 2-aminopirimidina
= Fenol, 150°C, 20 horas \
N Sob pressédo
@)

ESQUEMA 22. Tentativa de obtencédo da substancia?, através de metodologia descrita por
ASTHANA & RASTOGI (1991).

Tentou-se, a partir das reagbes de Ullmman, a obtencdo dos derivados
aminoacridinicos utilizando os seguintes parametros reacionais: carbonato de potéssio
(base), iodeto de cobre (catalisador, ao invés de uma fonte de paladdio), DMEDA
(ligante, N,N’-dimetiletilenodiamina), e 1,4-dioxano como solvente, podendo ser
observado conforme o esquema 23(pag.38) o qual ilustra a tentativa de 7, segundo
metodologia descrita por Liu e colaboradores, em 2007, para obtengdo de
heteroarilaminas. Entretanto, as reagOes, tanto utilizando 2-aminopirimidina quanto
outras aminas, ndo lograram éxito.

)
Cl HN/KN
AN 2-aminopirimidina
POOFr -~ 00
N
7

(1) N
@)

ESQUEMAZ23. Tentativa de sintese de N-(pirimidin-2-il)-acridin-9-amina.

Ainda em busca de uma metodologia que possibilitasse a obtengéo dos derivados
desejados, foram encontradas metodologias descritas, em 1995, por dois grupos de
pesquisadores, individualmente, o primeiro liderado por Stephen L. Blchwald e
segundo por John F. Hartwig. Eles, baseados em trabalhos anteriores publicados por
Kosugi, relataram aminacdo de brometos de arila com aminas livres, com a utilizacéo de

palddio como catalisador. Essa metodologia ficou conhecida como aminagdo de
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Buchwald-Hartwig e tém sido descritas constantemente na literatura (HARTWIG,
2008).

Diversos parametros foram até entdo relatados para as aminagdes de Buchwald-
Hartwig. Podem ser utilizadas, por exemplo, como base: tert-butoxido de potassio,
carbonato de césio ou carbonato de potassio. Dentre os solventes possiveis estdo: 1,2-
dimetoxietano (DME), tetraidrofurano (THF), tolueno, metanol, acetonitrila,
isopropanol, 1,4-dioxano. Como fonte de palddio, diversos compostos podem ser
utilizados, tais como: acetato de paladio e Pd-PEPPSI (do termo em inglés, Pyridine,
Enhanced, Precatalyst, Preparation, Stabilization and Initiation); e para os ligantes:
2,2'-bis(difenilfosfino)-1,1'-binaftil (BINAP) e Xantphos (YIN, et al. 2002; ORGAN et
al. 2008).

Com a aplicacdo da metodologia de Buchwald-Hartwig, a substancia 6 podeser
sintetizada, empregando-se o carbonato de césio como base, 0 acetato de paladio como
fonte de paladio, BINAP como ligante e 1,4-dioxano como solvente, conforme esquema
24 (pég.39). Ele foi obtido puro, com rendimento de 92% e caracterizado através de
RMN H. Em 6 7,01 (J=6,5 Hz), ha um tripleto referente aos hidrogénios H-2 e H-7; em
67,22 (J=8,0 e 2,0 Hz), um duplo tripleto referente a H-3’; em 6 7,33 (J=8,8 e 3,5 Hz)
h& um duplo dupleto referente ao hidrogénio H-4’; em & 7,45 (J=8,0 Hz) um dupleto
referente aos hidrogénios H-4 e H-5; em 6 7,56 (J=7,5 Hz) um tripleto correspondente
aos hidrogénios H-3 e H-6; em & 7,8 ha um simpleto largo referente aos hidrogénios H-
1 e H-8; em 58,09 (J=2,1 Hz) ha um dupleto correspondente ao hidrogénio H-1’ e em
0 8,21 (J=4,7 e 1,4 Hz) um duplo dupleto para H-5".

X
3-aminopiridina
7 Cs,CO; PA(OAC), BINAP

1) 1,4-Dioxano, Na,SO,
105°C, 12horas

92%

ESQUEMA 24. Sintese de N-(piridin-3-il)-acridin-9-amina, utilizando a metodologia de
Bichwald-Hartwig.



40

Utilizando a 2-aminopirimidina (ESQUEMA 25, pég. 40) sob as condi¢Bes da
metodologia de Buchwald-Hartwig, o produto desejado (substancia 7) foi obtidocom
rendimento de 85%. Sendo o produto caracterizado através de RMN *H. Em 6 6,8 hd um
tripleto para o hidrogénio H-2’; para o anel acridinico nesta substancia os sinais fogem
as caracteristicas apresentadas pelos outros derivados acridinicos sintetizados
previamente e caracterizados por RMN, devido a eletronegatividade do substituinte na
posicdo 9, apresentando os sinais em & 7,55, & 7,82, 6 8,15 ¢ & 8,35; ainda em & 8,15 ha

um sinal sobreposto para um dos hidrogénios do anel pirimidinico.

X 2-aminopirimidina
Cs,CO;; Pd(OAC),; BINAP
1,4-Dioxano, Na,SO,
7 24 horas, 105°C

N
@

U]

ESQUEMA 25. Sintese da substancia7, empregando metodologia de Blichwald-Hartwig.

Deste modo, outras aminas aromaticas, com baixa nucleofilicidade puderam ser
empregadas, por exemplo, a 6-fenil-piridin-2-amina para a obtencdo de N-(6-
fenilpiridin-2-il)-acridin-9-amina (8). Diferente da anterior, esta mistura reacional ficou
sob agitacéo constante a 105°C, ndo por 12 horas, e sim por 48 horas (ESQUEMA 26,
pag.41).Através do uso de placa de CCDA, observou-se a formagdo de um novo
produto e também a presenca ainda de reagente de partida. A mistura reacional foi
adicionada agua e o produto desejado foi extraido com acetato de etila, com rendimento
de 77%; sendo caracterizado pelo uso de RMN 'H. Em 6 8,17 ha um dupleto para os
hidrogénios H-1 e H-8; em & 7,85 e¢ & 7,72 ha dois tripletos, um referente aos
hidrogénios H-2 e H-7 e outro para o hidrogénio 2’; em & 7,96 h4 um dupleto para o
hidrogénio H-2’; em & 7,4 hd um multipleto, provavelmente para os hidrogénios do
grupo fenil e um para o hidrogénio H-3’; em & 7,2 hd um dupleto para os hidrogénios H-

4 e H-5; e em 6 6,8 outro multipleto, desta vez para os hidrogénios H-3 e H-6.



41

AN 6-fenilpiridin-2-amina
O O Cs,CO3 Pd(OAc), BINAP
1,4-Dioxano, Na,SO,
7 105°C, 48horas

ESQUEMA 26. Sintese de N-(6-fenilpiridin-2-il)-acridin-9-amina, utilizando a metodologia de
Buchwald-Hartwig.

Para a sintese de N-(pirazin-2-il)acridin-9-amina, substancia9, as condigdes
reacionais empregadas foram as das reagdes de Biichwald-Hartwig (ESQUEMA 27,
pag.42), ja que a metodologia mostrara-se eficiente para as substitui¢cdes propostas.
Deste modo, foi obtido em rendimento de 90% o derivado 9, o qual também foi
caracterizado através de RMN 1H. Em & 6,76 ha um dupleto para os hidrogénios H-4 e
H-5; em & 6,96 hd um tripleto para os hidrogénios H-3 e H-6; em & 7,29 ha um tripleto
correspondente aos hidrogénios H-2 e H-7; em & 7,5 h4& um multipleto para 3

hidrogénios, sendo H-1 e H-8 e H-2’; em & 7,86 h& um sinal largo para dois hidrogénios
H-1’ e H-3".

Cl

AN 2-aminopirazina
Cs,CO3; Pd(OAC),; BINAP 7
P 1,4-Dioxano, Na,SO,
6

N 24 horas, 105°C

€

ESQUEMA 27. Metodologia para obtencdo de N-(pirazin-2-il)-acridin-9-amina, empregando
metodologia de Blichwald-Hartwig.

Outroderivado proposto, isto é, N-fenilacridin-9-amina (10), foi sintetizado
utilizando a anilina como nucleéfilo para a substituicdo nucleofilica com o substrato
cloroacridina. Com o uso das mesmas condicdes reacionais (ESQUEMA 28, pég.42),

obtivemos o produto desejado com rendimento de 71%. Os dados do espectro de RMN
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'H obtidos na caracterizagdo do derivado mostrou o0s seguintes sinais: em & 8,06 had um
dupleto correspondente aos hidrogénios H-1 e H-8; em 6 7,9 ha um dupleto para os
hidrogénios H-1" e H-5’; em 6 7,67 ha um tripleto para os hidrogénios H-3 e H-6; em
7,3 hd um sinal para 5 hidrogénios, sendo dois para H-2 e H-7, e dois para H-2’ e H-4’;
em 6 7,0 ha um tripleto correspondente ao hidrogénio H-3’; e em & 6,92 um dupleto

para os hidrogénios H-4 e H-5.

Cl

AN anilina
Cs,CO3; Pd(OAC),; BINAP
= 1,4-Dioxano, Na;SO4
24 horas, 105°C

N

O]

(10)

ESQUEMA 28. Obtencédo de N-fenilacridin-9-amina.

A 6-cloro-2-aminopiridina também foi empregada na obtengdo de um derivado
acridinico, N-(6-cloropiridin-2-il)acridin-9-amina (11), sendo sintetizado de acordo
descricdes anteriores (ESQUEMA 29, pag.43), porém como havia um cloro na estrutura
da aminopiridina, reaces paralelas ocorreram.O produto de bis-substituicdo foi
caracterizado por espectros de RMN *H (em anexo), onde se observam os sinais dos H

do anel acridinico sobrepostos.

Cl

AN 6-cloropiridin-2-amina
Cs,COs; PA(OAC),; BINAP 7
1,4-Dioxano, Na,SO,
= 24 horas, 105°C .

Cl

N

@)

a1

ESQUEMA 29. Obtencéo da substanciall.

Por fim, com a metodologia de Buchwald-Hartwig, foi sintetizada a 1-(acridin-
9-il)-1,2-diidropiridin-2-ol (12), usando 2-hidroxi-piridina (ESQUEMA 30, pég.43),

com rendimento de 77%. A substancial2 foi caracterizada por espectros de RMN *H.
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Para o anel acridinico, ha um dupleto em & 8,23, um tripleto em & 7,9, um dupleto em 3
7,5 e um tripleto em & 7,69; ha, em & 6,5, um tripleto correspondente ao hidrogénio H-
3’; em 3 6,7 h& um dupleto que corresponde ao hidrogénio H-4’; em & 7,7 ha um sinal

correspondente aos hidrogénios H-1" e H-2’.

Cl

X 2-hidroxi-piridina
Cs,CO3; Pd(OAC),; BINAP
= 1,4-Dioxano, Na,SO,

N 72 horas, 105°C

@

12)

ESQUEMA30. Obtencdo da substancial2.

Para a metodologia de Buchwald-Hartwig, como mencionado anteriormente,
existem diversos parametros reacionais descritos na literatura, cada um com sua
particularidade e, principalmente, utilizacdo conforme o subtrato a ser substituido, para
os derivados acridinicos sintetizados neste trabalho, 0s parametros reacionais
empregados foram: BINAP, acetato de paladio, 1,4-dioxano e carbonato de césio, além
de a temperatura ser mantida estavel a 105 °C, variando o tempo reacional de acordo
com a amina utilizada. Outro ponto fundamental, que talvez tenha sido onde as
metodologias anteriores falharam, é a necessidade de a reacdo se manter isenta de

umidade e de oxigénio.

Com a finalidade de evitar a 4gua presente no solvente e a umidade da reacéo,

algumas medidas se tornaram necessérias:

1) A retirada do ar atmosférico de todos os frascos de solventes e dos tubos
reacionais, trocando-o por argonio ou nitrogénio gasoso;
2) Utilizacdo de peneira molecular nos solventes;
3) Emprego de sulfato de sédio anidro nos tubos reacionais.
Com estas trés medidas, condigOes suficientemente baixas de umidade e
oxigénio foram alcangadas, fazendo crescer os rendimentos das reacdes que utilizaram a

metodologia de Blichwald-Hartwig.
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Todas estas reacdes, quando submetidas as condi¢des encontradas como “ideais”
para que ocorressem, mostraram rendimentos superiores a 70%. Esses dados podem ser
conferidos na tabela 2 (p&g.45), onde estdo reunidos rendimentos e condicdes reacionais
para cada uma delas, além de eventuais particularidades observadas em cada uma delas.

TABELA 2. Rendimentos e tempos reacionais para as reagdes que utilizaram a metodologia de
Buchwald-Hartwig.

R Tempo reacional Rendimento
= | 24 horas 92%
6) " N
Néj 24 horas 85%
7)
HN)\N
8) = 48 horas 7%
|
HN N

2 24 horas 90%
o L]
N
/@ 24 horas 71%
10) HN

= 24 horas M*

N
Q 72 horas 7%
12) )

*Mistura de substancias.

4.3. Obtencéo de derivados acridinicos contendo aminas alifaticas

Para as aminas aromaticas, em uma das tentativas de sintese, utilizou-se a
metodologia descrita por Gemma e colaboradores, em 2008, onde a fonte de calor

fornecida para a reagdo era proveniente de aparelhos de micro-ondas. No referido
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trabalho, no qual os autores utilizaram apenas aminas alifaticas em suas reacdes,
primeiramente era introduzida a hidrazina em 4-cloroquinolinas, 9-cloroacridinas, entre
outros substratos, que, posteriormente, eram reduzidas na presenca de cloreto de niquel
e boroidreto de sddio, em condicBes reacionais mais simples e com menores custos que
as relatadas anteriormente por outros pesquisadores para derivados semelhantes, como
as relatadas por Hamer, em 1924, as relatadas por Vippagunta et al., em 1999, e as
relatadas por Elderfield et al. em 1946. Decidiu-se, entdo, usar essa metodologia, para

sintetizar derivados acridinicos com aminas alifaticas, via irradiacdo por micro-ondas.

A partir dasubstancial, utilizando a N-metilpiperazina, obteve-se a 9-(4-
metilpiperazin-1-il)acridina (13) conforme ilustra o esquema 31 (p&g.46). Entretanto,
como relatado anteriormente, uma parte dasubstncial, por ser bastante instavel,
converte-se em acridona (ESQUEMA 20, pég. 37), independentemente da metodologia
aplicada nestas sinteses, na verdade, esta conversdo ocorre inclusive na geladeira.
Mesmo com a conversdo da 9-cloroacridina em acridona, obteve-se 88% de rendimento
com o emprego de 9-cloroacridina, cujo mecanismo proposto pode ser visto no esquema
32 (pé4g. 47).A substancia 13 foicaracterizada através de espectros de RMN 'H. Em &
8,7 ha um dupleto correspondente aos hidrogénios H-1 e H-8; em & 8,2 um dupleto para
0s hidrogénios H-4 e H-5; em & 7,9 hd um tripleto para os hidrogénios H-3 e H-6; em &
7,7 ha um tripleto para os hidrogénios H-2 e H-7. Os hidrogénios correspondentes ao
anel N-metilpiperazina, sdo encontrados com deslocamento entre 6 2,4 ¢ 6 2,8, inclusive

0s hidrogénios da metila N-CHs.
o
N
2 3
Cl
1 4
N
X 1-metilpiperazina . .
isopropanol, pw, 10' ;
N/

@ 5 . s
(13)

9

ESQUEMA 31. Sintese da substancial3, através do uso de micro-ondas.
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ESQUEMA 32. Mecanismo proposto para a sintese da substancia 13.

Uma possivel solucdo para este problema seria a busca de outro grupo
abandonador que possibilitasse 0 uso nessas reagfes e que conferisse melhor
estabilidade para asubstancial, evitando assim as perdas nos rendimentos, que

comecaram a ocorrer.

O uso de anidrido trifliquico foi uma das alternativas. Com base na metodologia
descrita por Alvaréz, em 2000,0bteve-seo triflato14, (acridin-9-il
trifluorometanossulfonato) conforme apresentado no esquema 33 (pag. 47), cujo

mecanismo proposto para a sua formagao pode ser visualizado no esquema 34 (pég. 48).

FiG
0 \S 0
o\
DMAP; 2,6-lutidina o
TF,0; CH,Cly; 0°C O \
N
H =
2 N
14

ESQUEMA33. Obtengdo da substancia 14.
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ESQUEMA 34.Mecanismo proposto para a sintese de 14.

ApoOs a preparagdo do intermediario 14, utilizando-sedo mesmo reagente e das
mesmas condi¢Bes ilustradas no esquema 31 (pég. 46), obteve-se a 9-(4-metilpiperazin-
1-il)acridina (13), porém agora empregando 14(ESQUEMA 35, pag. 48). Foi constatado
que a reagdo também ocorria com rendimento semelhante, porém ndo foi observada a
conversdo de 14 em 1, como ocorria com o uso de cloroacridina.Por este motivo,
acridin-9-il triflourometanossulfonato (14), passou a ser empregada na sintese de outros

derivados acridinicos a partir de aminas alifaticas ciclicas.

o
N
2 3
OTf
1 4
. X N
X 1-metilpiperazina
R 8 9 1
isopropanol, pw, 10'
P prop H ) O A
1

ESQUEMA 35. Obtencéo da substancia 13, utilizando acridin-9-il trifluorometanossulfonato
(14).

@w

Outras duas aminas utilizadas foram a piperidina e a morfolina, conforme
esquemas 36 e 37, respectivamente (pag.49). Ambas seguindo a metodologia descrita na
sintese de 13(ESQUEMA 35, pég. 48). A partir da piperidina, obteve-se a 9-(piperidin-
1-lil)acridina (15), j& com a morfolina foi obtida a 4-(acridin-9-il)morfolina (16), com
rendimentos de 82 e 85% respectivamente.A proposta de mecanismo para a sintese de

13, 15e 16 (a partir de 14) pode ser observado no esquema 38 (pag.49).
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X piperidina
isopropanol, uw, 10'
=
ESQUEMA 36. Sintese de 9-(piperidin-1-il)-acridina.
o
oTf 1,[ jw
N

X morfolina
_—
isopropanol, puw, 10' &N
P
6 =
(14) N

~

N

(16)

ESQUEMA 37. Sintese de 4-(acridin-9-il)-morfolina.

] \C\)
- - 7 ‘ + F—‘fﬁfOH
X F O
N

ESQUEMA 38.Mecanismo proposto para a sintese, a partir de 14, de 13, 15e 16.

4.4. Obtencéo de acridinas 5-hidrazinoguanidinas

Outro grupo de substancias derivadas de acridina foi sintetizado, conforme a
metodologia descrita por Lyakhova e colaboradores, em 2005. Com esta metodologia,
planejamos a sintese de derivados aminados, substituidos com a hidrazinoguanidina, no
intuito de verificarmos a influéncia da substituicdo nesta regido na atividade citotdxica
desejada. No trabalho de Lyakhova e colaboradores (2005),foram sintetizadas diversas

acridinas, a partir da difenilamina. Reproduzindo esta metodologia esperavamos obter
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acridinas contendo aminoguanidinas e tiocarbazidas. Primeiramente 9-metilacridina
(17) foi sintetizada, conforme o esquema 39, (p&g.50), por condensagdo da difenilamina
(18) com acido acético. Obtivemos rendimento de 65%, sendo confirmada através de
espectro de RMN BC. Em & 14,03 ha o sinal correspondentea metila benzilica,

confirmando a formagéo do derivado 17.

CHj
g '
(18) (17)

ESQUEMA39. Sintese de 9-metilacridina.

A etapa seguinte foi, através da oxidacdo da substdncia 17 com 4-
nitrosodimetilanilina em etanol, a sintese de (E)-N'-(acridin-9-ilmetileno)-N* N*-
dimetilbenzeno-1,4-diamina (19) (ESQUEMA 40, p4g.50), com rendimento de 72%.

H3C\ /CH3

N
N

CHs Z

\ NN -dimetil-4-nitrosoanilina \

Etanol; 78°C; 1 noite
N/ . P
17) (19)

ESQUEMAA0. Sintese de (E)-N*-(acridin-9-ilmetileno)-N* N*-dimetilbenzeno-1,4-diamina.

Posteriormente, através da hidrélise da substancia 19 em meio acido (acido
cloridrico, em nossa metodologia), obtivemos acridina-9-carboxialdeido (20) com
rendimento de 63% (ESQUEMA 41, pég. 51).
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H3C\N/CH3

N HCI6N; A O \
N N

20
_ (20)

(19

ESQUEMA 41. Sintese de acridina-9-carboxialdeido.

Com a obtengdo do acridina-9-carboxialdeido pOde-se sintetizar mais dois
derivados acridinicos, um contendo aminoguanidina, por metodologia idéntica a
também utilizada por Lyakhova e colaboradores, resultando em (E)-2-(acridin-9-
ilmetileno)-hidrazinacarboximidamida (21) (ESQUEMA 42, pag.52), e outro contendo
aminotioureia, pela mesma metodologia, porém com alteragdo na temperatura da
reacdo, gerando a (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-aminoureia (22) (ESQUEMA 43,
pag.52). Estas com rendimento de 95 e 90%, respectivamente. Ambas estruturas

confirmadas por espectros de RMN.

Para a substancia 21, temos 0s quatro sinais caracteristicos do anel acridinico
com os respectivos valores: um dupleto em & 8,49; um tripleto em & 7,8; um dupleto em
3 8,3 e um tripleto em & 7,72. H& também um simpleto correspondente ao hidrogénio da
ligacdo H-C=N em & 9,38. J& para a substancia 22, h4 os quatro sinais caracteristicos do
anel acridinico: um tripleto para & 7,6; outro tripleto em & 7,7; um dupleto para 67,79 e
um dupleto em & 8,6. H& um simpleto em & 9,23 referente ao hidrogénio da ligagcdo H-
C=N.
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NH

aminoguanidina + HCI

\ Etanol; refluxo; 1 noite
P

ESQUEMA42. Sintese de (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-hidrazinacarboximidamida.

aminotioureia

\ Etanol; 90 °C; 1 noite
=

ESQUEMAA43. Sintese de (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-aminoureia.

(22)

4.4. Avaliacdo da atividade citotoxica

Apos a sintese das substancias planejadas, estas foram encaminhadas para a
avaliacido quanto as suas atividades citotoxicasno Laboratério de Oncologia
Experimental, da Universidade Federal do Ceard, sob responsabilidade da professora
Dr? Claudia Pessoa. Primeiramente foi realizado um screening para determinar o
potencial antineoplésico destas amostras, experimento realizado in vitro, que pode ser

observado na tabela 3 (pag.53).
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Tabela 03. Screening de avaliagdo de inibigdo do crescimento celular mediante incubacdo com
as substancias sintetizadas e com o controle positivo (Doxorrubicina) a 5 pg/mL.

HCT-8 MDAMB-435 SF-295

Substancia IC% média IC% média IC% média
(Intensidade) (Intensidade) (Intensidade)

5 18,68% (PA) 20,93% (PA) 25,00% (PA)

6 76,06% (MA) 44,97%(PA) 54,97%(Mo)

7 10,56%(PA) 7,37%(PA) 32,19%(PA)

9 9,59%(PA) 10,89%(PA) 26,83%(PA)

10 91,47%(MA) 55,35%(Mo) 81,26%(MA)

12 -2 -8 19,20%(PA)

13 100%(MA) 76,65%(MA) 90,21%(MA)

15 100%(MA) 67,59%(Mo) 98,68%(MA)

16 42,20%(PA) -2 26,95%(PA)

21 94,05%(MA) 96,57%(MA) 95,36%(MA)

22 17,67%(PA) 4,97%(PA) 27,35%(PA)
Doxorrubicina 97,30% (MA) 96,94%(MA) 87,67%(MA)

% N4o houve inibicdo do crescimento celular.
HCT-8 (linhagem celular tumoral de célon).
MDAMB-435 (linhagem celular de melanoma).
SF-295 (linhagem celular de glioblastoma)

O método empregado nesta avaliacdo foi o do MTT, sal de tetrazdlio (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazol-3-ium), que atraves de uma redutase
mitocondrial é reduzido ao azul de formazan (2Z,4E)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-
difenilformazan).Esta € uma metodologia colorimétrica que foi descrita por Mosmann
em 1983. Nesta é avaliada a sobrevivéncia e a proliferagdo de células, ja que ha apenas
a reducdo do sal MTT quando a amostra testada néo é letal para as células. Caso haja
morte celular ndo ha deteccdo da mudanga de cor. Porém podera haver deteccdo de
mudanca de cor, caso ocorram alteragdes do metabolismo energético, que acarretardo

em morte celular.

Uma das vantagens da utilizagdo do método de MTT em screening é que néo se
faz necesséria nenhuma etapa de lavagem das placas no ensaio, nem emprego de
nenhum radioisotopo, além de ser r&pido e preciso. Porém apenas pela inducdo da morte
celular observada através da metodologia que utiliza MTT nédo é possivel detectar o

mecanismo de agdo envolvido.

O screening foi realizado com 3 linhagens de células tumorais humanas, sdo
elas: cdlon (HCT-8); melanoma (MDA-MB435); e glioblastoma (SF-295). Os

experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos intervalos de
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confianga a partir de regressdo nédo-linear. Cada amostra foi testada em duplicata em

dois experimentos independentes.

Por convencao do referido laboratério, uma escala de intensidade foi utilizada
para avaliar o potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras sem atividade (SA),
com pouca atividade (PA, aquelas onde a inibi¢do de crescimento celular variou entre 1
e 50%), com atividade moderada (Mo, inibi¢do de crescimento celular variando de 50 a
75%) e com muita atividade (MA, inibi¢8o de crescimento variando de 75 a 100%). Nos
resultados observados, algumas substancias mostraram elevada atividade inibitoria em
pelo menos uma das linhagens testadas e moderada na outras (10, 13, 15 e 21) todas a

uma concentragdo de 5 pg/mL.

Apos avaliagdo inicial, estas 4 substancias (10, 13, 15 e 21)foram submetidas a
um novo ensaio onde foi determinada a concentragdo capaz de inibir o crescimento
celular em 50% (Clso), ainda utilizando o método colorimétrico do MTT. Os resultados
deste ensaio podem ser observados na tabela 4 (pag. 54). Além das trés linhagens
celulares tumorais utilizadas anteriormente foi realizado teste com outra, a HL-60

(leucemia promielocitica).

Tabela 4. Valores de Cls, em quatro linhagens celulares tumorais.

Linhagem Celular 10 13 15 21 AMSA®
MDA-MB 435 9,84 10,20 18,00 4,79 ND
HL-60 7,77 4,69 10,20 2,47 0,08
HCT-8 6,88 7,28 15,00 1,29 0,25
SF-295 4,73 5,23 11,00 1,14 0,46

* Os valores sdo apresentados em nM.
& Controle Positivo.

Observou-se que todas as amostras testadas apresentaram Clsp menor que 16
nM, com excecdo da substdncia 15 em MDA-MB 435. Farmacos com atividade
antitumoral apresentam as mais diversas concentracOes inibitorias, a depender da
eficiéncia de cada. Para um novo ser lancado ao mercado ele deverd apresentar melhor
eficiéncia e maior seguranca que os ja comercializados, ou eficiéncia semelhante, porém
com uma maior seguranca que os atuais. Os fa&rmacos antitumorais apresentam, em sua
maioria, a caracteristica de atuar nas mais diversas células que ndo as tumorais,

principalmente células que possuem grande poder de divisdo, isto €, células com intensa
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taxa de proliferacdo e de diferenciacdo, sdo essas as primeiramente atacadas por

farmacos antitumorais.

Como mencionado, as quatro substancias sintetizadas testadas apresentaram boa
concentracgdo inibitoria média, por este motivo, elas foram testadas quanto a capacidade
de causar dano a membrana plasmaética através do teste de atividade hemolitica, cujos

resultados sdo apresentados na tabela 5 (pag. 55).

Tabela 5. Valores de concentracéo inibitria média capaz de provocar hemolise em 50%
dos eritrdcitos das acridinas testadas.

Substancias Clsg hemolitica*
-0
(10)
N/ \N— 1,19
13) \__/
: : 0,47
N
(15)
Py 011
N
(22) NH;

* valores apresentados em uM

Dentre as substancias testadas, apenas 10 ndo apresentou atividade hemolitica.
Quando ha hemolise, o mecanismo pelo qual a substancia atua é, provavelmente, devido
a uma ruptura da membrana plasmética, e ndo havendo lise, provavelmente o
mecanismo de citotoxicidade envolve vias celulares mais especificas (SILVA JR. et al.
2007).

Almeida e colaboradores, em 2005, em uma revisdo sobre agentes
antineoplasicos, relata que derivados acridinicos, como por exemplo a ansacrina, atuam
em um ciclo-celular ndo-especifico e interagindo com o DNA, neste caso, alterando as

propriedades de pareamento de bases, mais especificamente CG (citosina e guanina).
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Esses intercalantes (como sdo chamadas as substancias que agem por este mecanismo
de acdo) possuem entre si uma caracteristica em comum: presenga de anéis aromaticos
fundidos, que quando interagem com as bases nitrogenadas provocam espagamento,
pois h4 grande volume molecular, o que confere um angulo de 90° em relagéo ao eixo
do DNA.

Como pdde ser observado no teste de inibi¢do de crescimento, cujos resultados
se encontram na tabela 3 (pag. 53), com a mudanca na posicéo do nitrogénio da posi¢do
orto para a posicdo meta hd um ligeiro aumento da atividade, sendo esta preferivel para
modificagdes estruturais futuras. Quando o substituinte possui dois nitrogénios no anel
aromatico, ndo houve mudanga significativa da atividade. Dentre os resultados obtidos
com os derivados contendo aminas aromaticas, a que apresentou melhor atividade foi

aquela que néo apresentava heterodtomo, no caso nitrogénio, no substituinte.

Os derivados acridinicos contendo aminas alifaticas ciclicas como substituintes,
apresentaram melhores atividades que aqueles cujos substituintes eram aminas
aromaticas. Porém, a presenca do nitrogénio nesses substituintes ciclicos mostrou-se
fundamental, j& que quando houve mudanga do nitrogénio por oxigénio, como
heteroatomo, ocorreu diminuicdo da atividade de inibigdo de crescimento (TABELA 3,
pag. 53). J& para os derivados guanidinicos, a presenca de enxofre resultou em
diminuicéo significativa da inibicdo, mostrando a importancia do nitrogénio na referida

pOosicgao.
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5. Conclusoes e Perspectivas
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De acordo com os resultados encontrados podemos concluir que:

As metodologias que utilizavam aquecimento tradicional, por banho de 6leo,
mostraram-se eficientes para as substitui¢cdes propostas, porém apenas para 0s
derivados 5,21e22, e alguns intermediarios (17, 18, 19 e 20).

As reacOes que utilizaram micro-ondas mostraram-se eficientes, com bons

rendimentos para as aminas alifaticas ciclicas, e para o intermediério 14;

As reacOes de Biichwald-Hartwig, quando adaptadas para o uso de cloroacridina
como material de partida, mostraram-se eficientes para todas as reacoes

utilizadas;

Foram sintetizados 19 compostos, entre eles alguns intermediarios que nédo

foram analisados quanto suas atividades citotdxicas;

As substancias 10, 13, 15 e 21, apresentaram inibicdo de crescimento acima de
75% em pelo menos uma das linhagens celulares tumorais testadas;
apresentando Clspabaixo de 4pg/mL, para as quatro linhagens testadas, exceto a
substancia 15 para a linhagem celular de melanoma;que quando comparados
com o controle positivo (doxorrubicina), mostraram-se melhores em algumas

linhagens.

Na avaliacéo da atividade hemolitica, apenas a substancia 10 ndo apresentou esta
atividade, o que nos leva a sugerir que esta ndo causa a inibigéo celular ndo é por
ruptura de membrana, como pode ocorrer com as outras substancias que
causaram hemolise. Serdo necessarios outros ensaios para elucidar o mecanismo

pelo qual estas substancias atuam;

Mudangas estruturais poderdo ser feitas nas substancias mais ativas obtidas, no
intuito de evidenciarmos farmacdforos importantes na classe das amino-

acridinas;

Os derivados sintetizados poderdo ser utilizados para avaliagdo da atividade
citotoxica frente outras linhagens celulares tumorais, ampliando o espectro de

acéo destes derivados.



6. Experimental
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6.1Sintese

Todas as vidrarias utilizadas foram previamente limpas e secas em estufa a 150
°C. Os tubos de micro-ondas, ja contendo o agitador magnético, foram deixados sob

aquecimento também em estufa por 24 horas.

Os reagentes foram pesados em balanca eletronica analitica (Modelo AX 200) e

semianalitica, das marcas Shimadzu e Bel, respectivamente.

Para evaporacdo e concentragdo de todas as substancias, foi utilizado evaporador

rotativo sob baixa pressédo da marca Buchi.

Nas andlises comparativas através de cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) foram utilizadas placas da Merck, silica gel 60 Fys4. Os cromatogramas foram
visualidados através de exposicdo das placas & irradiagdo com luz ultravioleta, nos

comprimentos de onda 254nm e 366nm.

As purificagdes foram realizadas no aparelho de cromatografia liquida de média

pressdo Flashsmart Evolution, A.I.T. France.

Quando necessario, as substancias foram solubilizadas por ultrassom, no banho

ultrassonico da marca Unique.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos em espectrémetro
Bruker Avancer 400, operando em frequéncia de 400MHz para *H e 100MHz para *C
do instituto de quimica e biotecnologia da universidade federal de Alagoas. Foram
também utilizados espectrdometro Bruker Avancer 300, operando em frequéncia de
300MHz para *H e 75MHz para **C e Bruker Avancer 200, operando em frequéncia de
200MHz para *H e 50MHz para **C, ambos daUniversité Louis-Pasteur Strashourg I,
em Estrasburgo — Franga. Em todos os casos, o referencial interno foi o trimetilsilano
(TMS), sendo os dados processados através do programa NMRNotebook versdo 2.50.

Os deslocamentos foram registrados em ppm e as constantes de acoplamento em Hertz.

Para agitacdo e aquecimento foi utilizada a placa de marca IKA® C-MAG HS 7,

e 0 controle da temperatura foi realizado com termdmetro IKA® ETS-D5 acoplado a
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placa. Ja a irradiagdo de micro-ondas foi realizada usando o aparelho Biotage Initiator

EXP.

As estruturas quimicas, as reacOes e 0s esquemas foram desenhados utilizando o

programa ChemDraw Ultra Versao 10.0.

6.1.1 Obtencéo de 10,10a-diidroacridina-9(8aH)-ona (Acridona) (2)

ka CH 055
140°C 04 horas

@)

Foram dissolvidos 2g do acido N-fenilantranilico com 14mL do &cido metano
sulfénico (MeSOsH), em baldo volumétrico de 100mL, que foram aquecidos a 140°C
(em banho de 6leo). A mistura reacional foi mantida sob refluxo durante 4 horas. Ap6s
confirmagdo de consumo dos reagentes por meio de placas cromatogréaficas de camada
delgada (CCDA), foi resfriada a temperatura ambiente e o produto vertido em um
béquer de 200mL contendo mistura de agua/gelo (v/v, 1/1), precipitando sob aspecto de
p6 amarelo. Este foi filtrado e lavado com &gua destilada abundantemente, sendo assim
obtida a substancia 1 (1,83g; 9,37mmol) com rendimento de 100%. RMN *H (400MHz,
DMSO-de): 7,25(t, 2H, J=7,6Hz); 7,54 (d, 2H, J=8,3Hz); 7,72 (t, 2H, J=7,9Hz); 8,23(d,
2H, J=7,6Hz); 11,9(s, 1H). RMN *C (400MHz, DMSO-dg): 117,801; 120,914;
121,521, 126,480; 133,970; 141,340; 177,307.

6.1.2 Obtencéo de 9-cloroacridina (1)

(@]
8 9
socl, S 8 \9 )
100°C, 03 horas
¢ NG 2
N N
H
@
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Foram misturados 2g de 2 e 20mL de cloreto de tionila (SOCI;) em baldo
volumétrico e foram aquecidos a 100°C (em banho de 6leo) e mantidos sob refluxo por
3 horas. Ap6s o tempo reacional o produto foi esfriado & temperatura ambiente, o
excesso de SOCI, foi evaporado utilizando evaporador rotacional sob baixa presséo
(Blchi®), e entéo vertido em uma mistura de gelo/agua/CHCl; (1/1 V/V). A mistura foi
entdo basificada com NHs/H,O até atingir pH entre 7 e 8. As fases orgénica e aquosa
foram separadas utilizado funil de separacéo, e essa foi seca com sulfato de sodio
(Na;SO,) e entdo evaporada a seco em evaporador rotacional de média pressdo. Apos
secagem, o material foi filtrado em uma coluna rapida de silica (Silicagel 60 PF,s, com
gesso) utilizando CHCI; como sistema de eluigdo. Obtiveram-se 6 frages de 150mL,
estando o produto desejado, substancia 1, nas duas primeiras fracdes, que foram unidas
e evaporadas em rotaevaporador, com rendimento de 81,3%. (1,78g; 8,33mmol). RMN
'H (400MHz, CDCls): 7,66 (t, 2H, J=7,7Hz); 7,84 (t, 2H, J=7,7Hz); 8,26 (d, 2H,
J=7,7Hz); 8,46 (d, 2H, J=9,0Hz).

6.1.3 Obtencéo de N-(piridin-2-il)-acridin-9-amina (5)

3

o e

AN 5

HN N

8 9 1
Zamlnopmdma ’- X 2

Fenol 90°C, 14h

: 1Da N/4a 3

4

®)

Em um baldo volumétrico foram dissolvidos 100mg de 1 em 2mL de fenol. Em

seguida foi adicionada ao baldo volumétrico 40mg de 2-aminopiridina, que foi aquecido
a 90°C, por 14 horas. Apos atingir temperatura ambiente, ao conteido reacional foram
adicionados 15mL de CH,Cl,. A fase organica foi lavada com NaOH (0,1N), agua e
solucdo saturada de NaCl. A fase organica foi entdo seca e o material foi evaporado a
seco. Foi obtido um produto amarelo, que em seguida foi triturado com éter. Apds

filtragcdo obteve-se um produto impuro.
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6.1.4 Obtencéo de N-(piridin-3-il)-acridin-9-amina (6)

Cl

X
3-aminopiridina
Z Cs,C05 PA(OAC), BINAP

(1) 1,4-Dioxano, Na,SO,
105°C, 12horas

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SO,, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminacdo de umidade. Foram pesados 3,14mg de Pd(OAc),,
17,44mg de BINAP, 53,1mg de 3-aminopiridina, 231,33mg de Cs,CO3 e 100mg de 1, e
sob agitacdo, 2mL de 1,4-dioxano foram adicionados. O ar do interior do tubo foi
trocado por nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em banho de 6leo a 105°C
por 12 horas. Apoés atingir temperatura ambiente, a mistura reacional foi vertida em um
béquer e lavada com agua/acetato de etila (1:1; v/v), filtrada para a retirada do Na,SO,
e, em um funil de separacdo, a fase orgénica foi separada. Esta foi evaporada em
rotaevaporador, possuindo rendimento quantitativo de 92% (117,23mg; 0,43mmol).
RMN 'H (300MHz, DMSO-dg): & 7,01 (t, 2H); & 7,22 (dt, 2H); & 7,33 (dd, 1H); & 7,45,
(d, 2H); 6 7,56 (t, 2H); 6 7,8 (sl, 2H); & 8,09 (d, 1H); & 8,21 (dd, 1H).

6.1.5 Obtencéo de N-(6-fenilpiridin-2-il)-acridin-9-amina (8)

6-fenilpiridin-2-amina
X
O Cs,CO; Pd(OAC), BINAP
= 1,4-Dioxano, Na,SO,
105°C, 48horas

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SO,, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminagdo de umidade. Foram pesados 3,14mg de Pd,(OAcC)s,
17,44mg de BINAP, 95,88mg de 6-fenilpiridin-2-amina, 231,33mg de Cs,CO3, 100mg

de 1 e, sob agitacdo, 2mL de 1,4-dioxano foi adicionado. O ar do interior do tubo foi
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trocado por nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em banho de 6leo a 105°C
por 24 horas. Apoés atingir temperatura ambiente, a mistura reacional foi vertida em um
béquer e lavada com agua/acetato de etila (1:1; v/v), filtrada para a retirada do Na,SO,
e, em um funil de separacdo, a fase organica foi separada e evaporada a seco, com um
rendimento de 77% (125,63mg; 0,36mmol). RMN 'H (200MHz,DMSO-d6): & 8,17 (d,
2H); 6 7,85 (t, 2H); 6 7,72 (t, 1H); 8 7,96 (d, 1H); 6 7,4 (m, 6H); 6 7,2 (d, 2H); 3 6,8 (m,
2H).

6.1.6 N-(pirimidin-2-il)-acridin-9-amina (7)

cl

X 2-aminopirimidina
-
Cs,CO3; Pd(OAC),; BINAP
1,4-Dioxano, Na,SO,
7 24 horas, 105°C

N

(O]

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SO,, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminagdo de umidade. Foram pesados 1,57mg de Pd,(OAc)s,
8,72mg de BINAP, 25,68mg de 2-aminopirimidina, 114,36mg de Cs,CO3, 50mg de 1 e,
sob agitacdo, 1mL de 1,4-dioxano foi adicionado. O ar do interior do tubo foi trocado
por nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em banho de 6leo a 105°C por 24
horas. Ap0s atingir temperatura ambiente, a mistura reacional foi vertida em um béquer
e lavada com é&gua/acetato de etila (1:1; v/v), filtrada para a retirada do Na,SO, e, em
um funil de separagéo, a fase organica foi separada, sendo seca com Na,SO,. Esta foi
evaporada em rotaevaporador. Em seguida foram adicionados acetato de etila e HCI
(1N). A fase aquosa foi rebasificada com NaHCOj; saturado até pH 8. Foi feita extracéo
com AcOEt (seca com Na,SQOg4) e por fim, o material foi evaporado. Foram obtidos
60mg (85% de rendimento) RMN *H (300MHz, DMSO-d6): & 6,85 (sl, 3H); & 7,55 (sl,
2H); 6 7,82 (sl, 2H); 6 8,15 (dd, 3H); & 8,35 (s, 2H).
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6.1.7 N-(pirazin-2-il)-acridin-9-amina (9)

cl

X 2-aminopirazina
—_————
Cs,COg; PA(OAC),; BINAP 7
P 1,4-Dioxano, Na,SO,
24 horas, 105°C s

N

(€

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SOs, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminagdo de umidade. Foram pesados 1,57mg de Pd,(OAcC)s,
8,72mg de BINAP, 26,72mg de 2-aminopirazina, 114,36mg de Cs,COs, 50mg de 1 e,
sob agitacdo, 1mL de 1,4-dioxano foi adicionado. O ar do interior do tubo foi trocado
por nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em banho de 6leo a 105°C por 24
horas. Ap0s atingir temperatura ambiente, a mistura reacional foi vertida em um béquer
e lavada com é&gua/acetato de etila (1:1; v/v), filtrada para a retirada do Na;SO4 e, em
um funil de separagdo, a fase organica foi separada. Esta foi evaporada em
rotaevaporador. O produto foi purificado através de cromatografia liquida de média
pressdo (CLMP), com um rendimento de 90% (56,33mg; 0,21mmol). RMN *H
(300MHz, DMSO-d6): 6 6,76 (d, 2H); & 6,96 (t, 2H); & 7,29 (t, 2H), 3 7,5 (m, 3H); &
7,86 (sl, 2H).

6.1.8 Obtencéo de N-fenilacridin-9-amina (10)

cl

X anilina
—_—
Cs,CO;; Pd(OAC),; BINAP 7
= 1,4-Dioxano, Na;SOy4
24 horas, 105°C

N

@

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SO,, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminagdo de umidade. Foram pesados 3,14mg de Pd,(OAcC)s,
17,44mg de BINAP, 231,33mg de Cs,CO3, 100mg de 1 e foram adicionados 51,4uL de
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anilina, e sob agitacdo, 2mL de 1,4-dioxano. O ar do interior do tubo foi trocado por
nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em banho de 6leo a 105°C por 24 horas.
Apos atingir temperatura ambiente, a mistura reacional foi vertida em um béquer e
lavada com éagua/acetato de etila (1:1; v/v), filtrada para a retirada do Na,SO4 €, em um
funil de separacéo, a fase organica foi separada. Esta foi evaporada em rotaevaporador.
O produto foi purificado através de cromatografia liquida de média pressdo (CLMP),
com um rendimento de 71% (90,14mg; 0,33mmol). RMN *H (200MHz, CDCl5): & 8,06
(d, 2H); 6 7.9 (d, 2H); 6 7,67 (t, 2H); 6 7,3 (t, 5H); 6 7,0 (t, 1H); 6 6,92 (d, 2H).

6.1.9 Obtencéo de N-(6-cloropiridin-2-il)-acridin-9-amina (11)

Cl

X 6-cloropiridin-2-amina
-
Cs,COg; Pd(OAC); BINAP 7
P~ 1,4-Dioxano, Na,SO,
24 horas, 105°C .

N

(O]

A1)

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SOs, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminagdo de umidade. Foram pesados 3,14mg de Pd»(OAcC)s,
17,44mg de BINAP, 128,56mg de 6-cloropiridin-2-amina, 231,33mg de Cs,COs,
100mg de cloroacridina e, sob agitagdo, 2mL de 1,4-dioxano foi adicionado. O ar do
interior do tubo foi trocado por nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em
banho de 6leo a 105°C por 24 horas. Apés atingir temperatura ambiente, a mistura
reacional foi vertida em um béquer e lavada com agua/acetato de etila (1:1; v/v), filtrada
para a retirada do Na,SO, e, em um funil de separacéo, a fase organica foi separada.
Esta foi evaporada em rotaevaporador. N&o foi possivel mensurar rendimento pois a

reacdo resultou em mistura de produtos.
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6.1.10 Obtencdo de 1-(acridin-9-il)piridin-2(1H)-ona (12)

3
2 \ 4

5

\ 2-hidroxi- pmdlna
Cs,CO3; Pd(OAc BINAP 7 \9
/ 1,4-Dioxano, NazSO4
N 72 horas, 105°C
@

(12)

Em um tubo para micro-ondas pesou-se 1g de Na,SOs, que foi levado a estufa
por 24 horas para eliminagdo de umidade. Foram pesados 3,14mg de Pd,(OAcC)s,
17,44mg de BINAP, 53,64mg de piridin-2-ol, 231,33mg de Cs,CO; e 100mg de
cloroacridina (1), e sob agitacdo, 2mL de 1,4-dioxano foram adicionados. O ar do
interior do tubo foi trocado por nitrogénio gasoso, e este foi lacrado e colocado em
banho de 6leo & 105°C por 24 horas. Apds esse tempo, uma placa de CCD foi realizada
e se observou produto de partida, a reagéo entéo foi deixada por todo o final de semana
para o consumo deste. Outra placa de CCD foi feita, confirmando o término da reagéo.
O material foi esfriado a temperatura ambiente e a mistura reacional foi vertida em um
béquer e lavada com agua/acetato de etila (1:1; v/v), acarretando na formacéo de um
precipitado, que foi filtrado possuindo um rendimento de 77% (98,47mg; 0,36mmol).
RMN "H (300MHz, CDCly): & 8,23 (d, 2H); § 7,9 (t, 2H); 8 7,5 (d, 2H); & 7,69 (t, 2H);
86,5 (t, 1H); 8 6,7 (d, 1H); 5 7.7 (t, 2H).

6.1.11 Obtencdo de 9-(4-metilpiperazin-1-il)acridina (13)

X 1-metilpiperazina
isopropanol, pw, 10'
=

@

A um tubo de micro-ondas foram adicionados 0,13mL de N-metilpiperazina e

1mL de isopropanol. Em seguida, pesou-se 50mg de 1, lacrou-se o tubo e o aqueceu a
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120°C por 10 minutos. Ap6s o término deste tempo, uma placa de CCDA foi preparada,
constatando que ndo havia mais produto de partida e um novo produto mais polar havia
se formado. A mistura reacional foi evaporada a seco, adiciona-se diclorometano e lava
com 4gua. A mistura é seca com Na,SO, e depois evapora-se a seco. A reacdo tem 88%
de rendimento quantitativo (56,1mg; 0,2mmol). RMN 'H(300MHz, D,0): & 8,7 (d,
2H), 88,2 (d, 2H); & 7,9 (t, 2H); 8 7.7 (t, 2H); 8 2,6 (m, 11H).

6.1.12 Obtencdo de acridin-9-il trifluorometanossulfonato (14)

FsC
o] \S 0
o\

DMAP; 2,6-lutidina 0
TF,0; CH,Cl,; 0°C X

N

H =

@ N

(14)

A 0°C, em uma solugdo de 200mg de acridona e 5mL de CH.Cl,, foram
adicionados 23,8mg de DMAP, 0,164mL de 2,6-lutidina e gota-a-gota 0,2mL de Tf,0.
Toda esta etapa foi realizada em ar inerte. A suspenséo amarela tornou-se uma solugéo
marrom. Ap6s 30 minutos, foi feita uma placa de CCDA, constatando que ainda havia
um pouco de material de partida. Em seguida, adicionou-se agua e fez-se uma extracéo
com CH.Cly, sendo seca com Na,SO, e evaporada a seco. Realizou-se uma purificagdo
em coluna de silica fina rapida, usando CH,Cl,:TEA 5% para ativar a coluna. Utilizou-
se hexano:acetato de etila (1:1) como eluente, recolhendo tubos de 10mL cada; foram
recuperados os tubos 2-5, que quando reunidos foram evaporados a seco. Foram obtidos

320mg de um p6 amarelo (97% de rendimento, 0,98mmol).
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6.1.13 Obtencéo de 9-(piperidin-1-il)-acridina (15)

OoTf

A piperidina
—_—
isopropanol, pw, 10'
P

N
(14)

Em um tubo para micro-ondas, sdo pesados 150mg de acridina-triflato e
adicionados 0,23mL de morfolina e 2,5mL de isopropanol. A mistura é aquecida em
micro-ondas a 130°C, por 10 minutos. Ao término, a mistura reacional é evaporada a

seco. Obtém-se 98,88mg (0,38mmol), com rendimento de 82%.

6.1.14 Obtencéo de 4-(acridin-9-il)-morfolina (16)
X morfolina 8 N
O / isopropanol, pw, 10' 7

(14) N
(16)

Em um tubo para micro-ondas, sdo pesados 150mg de acridina-triflato e
adicionados 0,2mL de morfolina e 2,5mL de isopropanol. A mistura é aquecida em
micro-ondas a 130°C, por 10 minutos. Ao término, a mistura reacional é evaporada a

seco. Obtém-se 103,28mg (0,39mmol), com rendimento de 85%.

6.1.15 Obtencdo de 9-metilacridina (17)

CHj

©\ /© T O \
N =

i N
(18) n
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Aquece-se 20,1g cloreto de zinco por uma noite em um baldo, sob vacuo, a
200°C. Apds seco, sao adicionados ao baldo 10g de fenilamina, 10,1mL de &cido acético
e o cloreto de zinco. A mistura é aquecida por 08 horas & 200°C. E obtido um produto
verde ao qual sdo vertidos 160mL de &cido sulfarico (H.SO,) 1N, sendo em seguida
levado ao ultrassom para dispersdo. Em um banho de gelo, é adicionado hidréxido de
amoénia 30% (NH4OH) até atingir pH entre 08 e 09, sendo entdo extraido com
diclorometano (CH,Cly) que € seco com Na;SO4 e depois evaporado a seco. O material
obtido é purificado em uma coluna rapida de silica utilizando CH,Cl, e CH,Cl,:AcOEt
(9:1) como eluentes. Foram obtidos 6,72g (34,80mmol) de pé amarelo, com um
rendimento de 58%. RMN 13C(3OOMHZ, CDCl3): 6 14,03; 6 124,9; 6 125,7; 6 129.,7; 6
130,6; 5142,6; 5148.8.

6.1.16 Obtencao de (E)-N'-(acridin-9-ilmetileno)-N* N*-dimetilbenzeno-
1,4-diamina (19)

HiC CHg

N,

\ N,N -dimetil-4-nitrosoanilina \
Etanol; 78°C; 1 noite

=

N =

a7 19)

Em um baldo volumétrico de 100mL a N,N-dimetil-4-nitrosoanilina foi
adicionada a uma solucéo de 9-metilacridina e 25mL de etanol. A mistura foi aquecida a
78°C por 12 horas, durante a noite. Ao final das 12 horas, o produto foi filtrado, ainda
quente, e lavado com 100mL etanol também quente. Foram obtidos 3,15g (9,67mmol)

com rendimento de 72%. Este produto é lacrimogéneo.
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6.1.17 Obtencdo de acridina-9-carboxaldeido (20)

H3C\N/CH3

_ =
N HCI 6N; A AN
L (10
20
(10 @
N

(19)

Em um baldo volumétrico de 250mL foram adicionados 3g de 19 e 50mL de
HCI 6N, sob agitagéo e refluxo (105°C), por 4 horas. A mistura reacional foi filtrada,
lavada com HCI 2N. Adicionou-se 50 mL de &gua e, em seguida, foi basificada a pH 7-
9 com solucdo de Na,CO; saturada. O produto é extraido com CH.Cl,, seco com
Na,;SO, e evaporado a seco. Foram obtidos 1,2g (5,8mmol) de 20, com 63% de

rendimento.

6.1.18 Obtencéo de (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-

hidrazinacarboximidamida (21)

NH

(0]

aminoguanidina + HCI

=
_—

\ Etanol; refluxo; 1 noite
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N
(20) e

Em um baldo, misturam-se 200mg de acridin-9-carbaldeido, 107mg de
aminoguanidina e 4mL de etanol, e aquece-se sob refluxo por 12 horas. A mistura
reacional é evaporada a seco, triturada com éter e filtrada. O produto é entdo lavado

com éter e filtrado. Obtém-se 250,13mg (0,95mmol), com um rendimento 98%. RMN
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'H (200MHz, DMSO-d): 8 8,49 (d, 2H); & 7,8 (¢, 2H); & 8,3 (d, 2H); & 7,7 (t, 2H);
9,38 (s, 1H).

6.1.19 Obtencdo de (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)aminoureia (22)

/O

aminotioureia

\ Etanol; 90 °C; 1 noite
/ 7

N
(20) ‘

Em um baldo volumétrico foram pesados 200mg de acridin-9-carbaldeido e
88mg de aminoureia, e adicionados 4mL de etanol P.A. Esta mistura foi aquecida em
banho de 6leo & 90°C por 12 horas. Ao término, observou-se um precipitado de cor
amarela. O produto foi evaporado a seco e depois filtrado e lavado com éter. Um
material s6lido amarelo foi obtido, com rendimento de 90% (244,51mg; 0,87mmols).
RMN 'H (300MHz, DMSO-d6): & 7,6 (t, 2H); & 7,7 (t, 2H); & 7,79 (d, 2H); & 8,6 (d,
2H); § 9,23 (s, 1H).

6.2Ensaios Biologicos

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8
(cbdlon - humano); SF-295 (Glioblastoma — humana) e HL-60 (leucemia promielocitica)
foram cedidas pelo Instituto Nacional do Céancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio
RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibi6ticos,

mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.

Os eritrdcitos foram obtidos a partir de Sangue coletado de trés camundongos
Swiss (Mus musculus) por via do plexo orbital (altamente vascularizado), sendo diluido
em 30 volumes de solugdo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10mM). Para a realizacdo dos
ensaios as amostras foram diluidas em DMSO puro estéril, obtendo um estoque de 10

mg/mL, sendo testadas na maior concentragdo de 500pg/mL.
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Para o screening os resultados foram analisados segundo suas medias e
respectivos intervalos de confianga a partir da regressdo ndo linear no programa
GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em duplicata em dois experimentos
independentes.Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial
citotoxico das amostras testadas. Amostras sem atividade (SA), com pouca atividade
(PA, inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade moderada
(Mo, inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita atividade

(MA, inibicéo de crescimento variando de 75 a 100%).

J& para o célculo de Clso e para o ensaio da atividade hemolitica os dados foram
analisados segundo a média + desvio padrdo da media (DPM) da porcentagem de

inibigdo do crescimento celular, também usando o programa GraphPad Prism.

6.2.1 Screening

As células foram plaqueadas em placas de 96 cavidades nas seguintes
densidades: 0,7 x 10° (HCT-8), 0,1 x 10° (SF-295) e 0,1 x10° (MDAMB-435). As
amostras foram adicionadas e as placas foram incubadas por 72 h em estufa a 5% de
CO, a 37°C. Estas foram testadas em uma unica concentra¢do (5 pg/mL). Ao término
deste, as mesmas foram centrifugadas, e o sobrenadante removido. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solugcdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3h. A absorbéancia foi lida apds dissolugdo do precipitado com 150 pL de
DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595nm. Doxorrubicina (Dox) foi utilizada

como controle positivo.

6.2.2 Determinagéo de Cls

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10° células/mL para as
linhagens MDA-MBA435 e SF-295, 0,3 x 10° para a linhagem HL-60 e 0,7 x 105 para
HCT-8. Em seguida foram adicionadas as amostras numa concentra¢do variando de
0,001 a 5ug/mL, e as placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; a

37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas, e o sobrenadante, removido.
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Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as
placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida apds dissolucéo do precipitado
com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm. Como controle

positivo foi utilizado Amsacrina (AMSA).
6.2.3 Avaliacédo da Atividade Hemolitica

Os eritrocitos foram lavados duas vezes em solucdo salina por centrifugacdo
(1500rpm/ 3min.) para redugdo da contaminacdo plasmatica e ressuspensos em solucéo
salina para obtencdo de uma suspensdo de eritrocitos (SE) a 2%. Os ensaios foram
realizados em placas de 96 pogos. Cada pogo da 12 coluna recebeu 100uL da solucéo
salina. Na 22, os pocos receberam 90uL da solucdo salina e 10uL do veiculo de diluigéo
da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Na 3? coluna, foram adicionados 60uL de
solucéo salina e 40uL do agente hemolisante Triton X-100 0,5% (controle-positivo). Da
42 3 112 coluna os pocos receberam 100uL da solugéo salina, excetuando-se os da ultima
coluna, que receberam 180uL de solucdo salina e 20uL das amostras. As diluices
foram feitas dos pogos da 122 & 42 coluna, retirando-se 100uL da solucdo da cavidade
anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentragdes foram sempre
diluidas pela metade, variando de 1,9 a 500pg/mL. Em seguida, 100uL da SE 2% foram
plaqueados em todos os pogos. Apés incubacdo de 1h, sob agitagdoconstante a
temperatura ambiente (26 + 2°C), as amostras foram centrifugadas (5000rpm/ 3 min.) e
0 sobrenadante transferido para outra placa onde foi realizada a leitura da absorbancia

no espectrofotdmetro de placas a 540nm.
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Espectro 4: RMN **C em CDClI; (400MHz) da 9-cloroacridina.



ppm

hhhhhhhhhhhhhhhhhh

O—QO@oMmM ——ONMPMEON~-aOOoCMmn =
SSEEEERRERREARARANAS i

2E14
L0
2
P
s g
2488
el

e N ||
/ I

N ,

HN

X

‘ |l
L,UIIk I‘UL 1

IJE' < = H:H ?h +

Wl A

- ql’ =
- |g ol

.

T
ppm

T T | LI B D e B s IS B B B B S
11 10 2 5 T & 5 4 3 2 1

Espectro 5: RMN *H em DMSO-dg (300MHz) e N-(piridin-3-il)-acridin-9-amina.

90



: Il If
: |
] |
] I
N I
] |
4.1—: ' = -
:w i oo odiig =]
T & = 3

rAan

— a1

p— — G

— a2
— G
FAZE
. ]
—
— — Tl
A
233
Eiglt A
prl )

AT

=

—— T
Ll 83 &z

Espectro 5: Ampliag&o do espectro, de 66,9 a 68,3.
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Espectro 6: Ampliag&o do espectro, de 66,0 a 68,4.
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Espectro 7: RMN *H em DMSO-dg (300MHz) de N-(pirimidin-2-il)-acridin-9-amina.
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Espectro 7: Ampliacéo do espectro, de 66,4 a §9,0.
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Espectro 8: RMN *H em DMSO-d6 (300MHz) de N-(pirazin-2-il)-acridin-9-amina.
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Espectro 9: RMN *H em CDClI; (200MHz) de N-fenilacridin-9-amina
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Espectro 9: Ampliagdo do espectro, de 66,6 a 6 8,4.
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Espectro 10: RMN *H em CDCl; (300MHz) 1-(acridin-9-il)-piridin-2(1H)-ona.
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Espectro 10: Ampliacéo do espectro, de 65,6 a 89,0.
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Espectro 11: Comparagéo entre as fragcdes sobrepostas.
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Espectro 12: RMN *H em D,0 (300MHz) 9-(4-metilpiperazin-1-il)-acridina.
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Espectro 12: Ampliacéo do espectro, de 62,5 a 69,0
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Espectro 13: Ampliacéo do espectro, de 67,4 a 9,6.
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Espectro 14:

RMN "H em DMSO-dsO (300MHz) (E)-2-(acridin-9-ilmetileno)-aminoureia.
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o. .0 HOZC

~ H H\ N
USRS e

1 Zantac (4.0) 2 Vasotec (2.0)

COyH
i NH H $
fiH
: Q

OH

OH

OH

14 Cardizem (1:1)

13 Mevacor (1.1)

0O, OH

OB S,

17 Prilosec (0.9) 18 Ceclor (0.9)

COH

110

o

* >

vox/\c,H

N

3 Prozac (1.6) 4 Zovirax (1.5)

ONa
cl
u@
cl

7 Voltaren (1.3)

u Me

OMe
Crry 1
MeO N o N Me

8 Losec (1.3)

OMe 0,
NO; o Me OH
— o
NH N
— Mo
[o] Me
OMe SH
11 Adalat (1.2) 12 Capoten (1.2)
OH

M

15 Mevalotin (1.1) 16 Tagamet (1.0)

N

19 Flobephm (0.9)

Mixture of
estrogens

20 Premarin (0.8)

Lista dos 20 farmacos mais vendidos no ano de 1994.



