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APRESENTACAO

O Livro “Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz ao leitor
vinte capitulos de relevada importancia na area de Genética, Citogenética, Imunologia,
Parasitologia, Quimica medicinal, Saude publica e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas areas da Ciéncias biolégicas.

Os capitulos estdo distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada e
multidisciplinar a Ciéncias biologicas , as pesquisas englobam estudos de: mapeamentos
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educacéo ,analises forenses , doencas
genética, eugenesia classica, engenharia genética, analise por PCR, cultura de células de
linfoma e leucemia, salde mental, resposta imune, vacinagdo contra a covid-19, virus
Sars-Cov-2, métodos de extracdo de lipidios ,levantamento taxonémico, morfologia vegetal,
eficiéncia de inseticidas , quimica medicinal, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problematica
ambiental e de saude publica, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores
e estudantes pertencentes as areas de Ciéncias biologicas e Ciéncias da Salde e suas
interfaces ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atencéo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz publica¢des
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia

e confiavel para a divulgacéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: Os derivados tiazacridinicos tém
sido bastante explorados no desenvolvimento
de novos farmacos, com objetivo de possuirem
funcdes terapéuticas como atividades anticancer,
antibacteriana e antiviral, devido principalmente,
a suas capacidades de intercalacdo ao
DNA e inibicdo da enzima topoisomerase
I. Os derivados acridinicos podem possuir
substituintes estruturais diferenciados que lhes
conferem atividades citotdéxicas singulares.
Com isso, este nucleo quimico apresenta
potencial para a descoberta de novos farmacos
mais seletivos e menos toxicos. Desta forma, o
presente estudo teve como objetivo sintetizar
de forma eficiente o derivado tiazacridinico
LPSF/AA-57, uma juncdo da acridina com a
tiazolidina. A partir de uma reacdo de Adigéao
de Michael, o composto foi sintetizado, também
foi realizado sua caracterizagdo estrutural,
avaliacdo do seu grau de pureza e desvendado o
seu perfil de fragmentacao utilizando as técnicas
de Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), Espectroscopia de infravermelho (IV) e
Espectrometria de massas (EM). Apos esta etapa,
também foi feito testes biolégicos em células
cancerigenas, com resultados interessantes em

Capitulo 9 107




algumas linhagens celulares tumorais, como as linhagens HI-60, K562, Jurkat.
PALAVRAS-CHAVE: Sintese Organica; Tiazacridinas; Anticancer; Quimica Medicinal.

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE LPSF/
AA-57 TIAZACRIDINIC DERIVATIVE

ABSTRACT: Thiazacridine derivatives have been widely explored in the development of new
drugs, with the objective of having therapeutic functions such as anticancer, antibacterial and
antiviral activities, mainly due to their DNA intercalation and inhibition of topoisomerase I
enzyme. Acridine derivatives may have differentiated structural substituents that give them
unique cytotoxic activities. Thus, this chemical nucleus has the potential to discover new, more
selective and less toxic drugs. Therefore, the present study aimed to efficiently synthesize
the thiazacridine derivative LPSF/AA-57, a junction of acridine and thiazolidine. From a
Michael Addition reaction, the compound was synthesized, was also carried out its structural
characterization, evaluation of its degree of purity and its fragmentation profile was unveiled
using the techniques of High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Spectroscopy of
infrared (IR) and mass spectrometry (MS). After this step, biological tests were also carried
out on cancer cells, with interesting results in some tumor cell lines, such as HI-60, K562,
Jurkat.

KEYWORDS: Organic Synthesis; Thiazacridines; Anticancer; Medicinal Chemistry.

11 INTRODUGAO

O cancer € um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células anormais com potencial invasivo. De acordo
com o Ministério da Saulde, a incidéncia de cancer vem aumentando consideravelmente.
O Instituto Nacional de Céncer (INCA) estimou cerca de 600 mil casos novos da doenca
em 2018 (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). Atualmente, a principal forma de tratamento
desta doenca é a quimioterapia, podendo ser auxiliada pela radioterapia e/ou cirurgia.
No entanto os quimioterapicos disponiveis no mercado trazem aos pacientes iniUmeros
efeitos colaterais devido a baixa especificidade, diminuindo bastante sua qualidade de
vida (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Gragas as recentes descobertas de novos alvos
biol6gicos do cancer e pela possibilidade de desenvolver novos agentes anticancer com
mais alta eficacia e seletividade, bem como menor citotoxicidade, a procura de novos
agentes inovadores é de extrema importancia (RAZA et al., 2012).

Uma das classes de moléculas que tem sido estudada devido a sua baixa toxicidade
e alta eficiéncia sdo as Tiazacridinas. Esta classe de compostos apresenta em sua
estrutura quimica um nucleo acridinico formado por trés anéis aromaticos fundidos com
um nitrogénio no anel central e um nucleo tiazolidinico formado por um anel heterociclico
pentagonal contendo um atomo de enxofre na posicao 1, um de nitrogénio na posicao 3, e
uma carbonila nas posicoes 2 e 4 (GALDINO-PITTA et al, 2013).

Alguns estudos ja foram realizados com derivados tiazacridinicos, estes compostos
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sdo agentes intercalantes de DNA e tem demonstrado ter uma vasta gama de atividades
biolégicas, tais como antidepressiva, anti-inflamatéria, e principalmente como anticancer
(VICTORIA et al, 2013; GALDINO-PITTA et al, 2013; LANG et al, 2013).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar de forma réapida e
eficiente o derivado tiazacridinico (LPSF/AA-57) e caracteriza-lo estruturalmente através
da técnica de Espectrometria de Massa (MS), Infravermelho (1V) e Cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) visando esclarecer o seu perfil de fragmentacdo e avaliar a pureza
do produto. Bem como, também teve como objetivo analisar sua atividade biolégica em
linhagens cancerigenas Jukart, RAJI, HL 60, K562, Du 145 e Molt-4.

2|1 MATERIAIS E METODOS

A sintese do composto LPSF/AA-57 foi realizada através de uma reacéo de Adicédo
de Michael em que reagiu quantidades equimolares do reagente intermediario AA-1A
(3-Acridina-9-il-metil-tiazolidina-2,4-diona), sintetizado previamente, solubilizado em
etanol, junto com um outro reagente da série IP (Esteres de Cope), também previamente
sintetizado. Por Gltimo é adicionado o catalisador morfolina. A solugao foi mantida a 65°C por
cerca de 4h sob refluxo e agitagdo magnética. A reagdo foi monitorada por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD). Ao fim da sintese, o produto foi filtrado (CHAGAS et al., 2017).

Para caracterizacdo do LPSF/AA-57 foi utilizada a técnica do Espectrometro de
Massa (ESI-MS | HCTultra). A analise por MS transcorreu no modo positivo, utilizando-se
hélio como gas de arraste e voltagem do capilar de 4500v. A temperatura do gas de secagem
foi de 250°C e o scan utilizado foi de 100-500 m/z. O nitrogénio foi utilizado como gas
nebulizador a uma pressao de 10 psi. Na técnica de espectrofotometria de Infravermelho
(FTIR) as amostras foram preparadas em forma de pastilha de Brometo de Potassio (KBr)
na propor¢éo de 1:100. Para a analise da pureza do composto foi utilizada a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), as amostras foram solubilizadas em
acetonitrila (ACN) na proporgéo de 0,2 mg/mL, com os solventes Metanol (MeOH) e ACN
servindo de fase mével.

As culturas celulares utilizadas para os testes com o composto AA-57 foram as
seguintes: Células de tumor hematopoiéticas Jukart (leucemia de células T aguda) e MOLT-
4; RAJI (células de linfoma Burkitt’s); HL60 (leucemia promielocitica aguda); K562 (leucemia
mielogénica crbnica); DU-145 (cancer da préstata) e PBMC (células mononucleares de
sangue periférico primario). Os quais foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma Chemical
Corporation) suplementado com 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0,25
mg /ml Fungizon e 10% de soro fetal de bovino (FBS) (Invitrogen Life Technologies) numa
atmosfera humidificada de 5% de CO,,.

Os testes biologicos foram realizados do seguinte modo: A viabilidade celular
foi medida usando o MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]

Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2 Capitulo 9 m



seguindo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, as células (1x10%pocos) foram
semeadas em placas de 96 pogos e tratadas com varias concentragcdes do derivado
tiazacridinico ao longo de um tempo de 72 horas. Utilizou-se o quimioterapéutico Amsacrina
como controle positivo para a analise de toxicidade. No final da incubacéo, a absorvéancia
foi lida a 570 nm. O estudo foi aprovado pelo comite de ética da UFPE.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de sintese do composto 3-(Acridin-9-ilmetil)-5-(3(trifluorometoxi)
benzilideno)tiazolidina-2,4-diona (LPSF/AA-57) é relativamente simples e apresentou
rendimento em torno de 61%, podendo ser considerada uma técnica rapida, eficiente e
segura. O composto teve seu Ponto de Fuséo (PF) e indice de Retencéo (RF) de 195.8°C e
0,45 (n-Hexano/AcOEt 7:3), respectivamente. Com a utilizagéo da técnica de Espectrometria
de Massa foi possivel identificar, através do +MS2 (Fig. 1), o padréo de fragmentagéo do
composto LPSF/AA-57. No espectro os seguintes picos m/z foram identificados: o (M+H)
m/z = 481, relativo a formagdo do aduto entre o ion molecular 480 e uma molécula de
Hidrogénio; o (M+H) m/z = 193, contendo a porgéo acridinica e um CH,; e o (M+H) m/z =
235, relacionado a porgéo acridinica e parte do anel tiazolidinico.

Figura 1- Espectro de Massas (+MS2) por IES do LPSF/AA-57 (M = 480). Identificagdo dos Fragmentos
de m/z 180, 193, 235.

Também foi possivel comprovar a pureza da amostra através da Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (Fig. 2), podendo ser considerada satisfatéria (=99%), em que o
composto LPSF/AA-57 teve tempo de retencéo (Tr) de 9,845 min.
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Figura 2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a pureza do
composto tiazacridinico AA-57

As bandas principais observadas no espectro de Infravermelho do composto LPSF/
AA-57 foram as das ligagbes entre C=C, C-H, C-N e C=0. Estes dados serviram como
suporte para a caracterizagao do composto sintetizado, como pode ser visto na figura 3.

Figura 3- Espectro de IV do LPSF AA- 57. Deformacéao axial normal de C=0, 1745 cm™, 1691 cm-
'. Deformacéo axial das ligagdes C=C do anel, 1614 cm™. Deformacéo axial de C-N, 1375 cm-'.
Deformacgéo angular fora do plano de C-H de aromatico, 750 cm'. Deformacgéo angular de C=C, 673
cm’’

A citotoxicidade do derivado tiazacridinico foi avaliado em células mononucleares
do sangue periférico (PBMC) a partir de individuos saudaveis e em linhagens de células
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tumorais de diferentes histotipos. O composto foi testado em concentragdes de 1, 10 e
100 uM durante 72 horas. As concentra¢des de droga que inibiu o crescimento celular em
50% em comparagdo com células n&o tratadas (IC,;) estéo resumidos na Tabela 1. Assim,
ela mostrou atividade anticancer em 3 das linhagens testadas (HL 60, K562, Jurkat), em

especial o HL 60, e ndo apresentou citotoxicidade nas celulas saudaveis (PBMC).

Valores da IC,, (uM)

Linhagens celulares

Composto HL 60 K562 Molt-4 | Du-145 | Raiji Jurkat PBMCs
AAST | 37,77+1853 | 51,827,84 | >100 | >100 | >100 | 44,07x2255 | >100

Tabela 1 — Concentragbes do composto AA-57 que inibiram o crescimento celular em 50% (IC,;) nas
linhagens de celulas cancerigenas e PBMCs em pyM.

41 CONCLUSOES

A metodologia de sintese empregada obteve um bom rendimento do composto
LPSF/AA-57, o qual através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
teve seu grau de pureza considerado satisfatério. Além disso, foi possivel comprovar
sua estrutura quimica através do seu padrdo de fragmentagdo no modo +MS2 gerado
pela Espectrometria de massa. Além disso, os testes antitumorais mostraram que estes
derivados podem ter resultados importantes na busca de compostos mais seletivos e menos
toxicos para o tratamento do cancer. Sendo assim, podemos considerar que a metodologia
de sintese aqui descrita € uma excelente forma para se obter derivados tiazacridinicos de

forma simples, econdmica e segura.
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