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Resumo:

O céancer esté entre as doencas de maior impacto mundial, o que torna a busca de alternativas terapéuticas
emergencial. O presente trabalho objetivou, além de sintetizar uma nova série de derivados quinolin-4-
hidrazotiazolidinas planejados para atividade antimoral, realizar um aperfeicoamento da metodologia de sintese
por meio da sonicacdo. Os resultados mostraram que o emprego da sonicagdo conduziu a formagédo dos
compostos com alto grau de pureza (>95%), rendimentos elevados (87-95%) e tempo de reacéo reduzido (20-
55min), mostrando-se mais vantajoso que o método convencional, que mostrou rendimentos de 43-80%, em
reacdes de 24-36h. Na analise da atividade bioldgica, as substancias (LQM 168), (LQM 183) e (LQM 184)
apresentaram reducdo do crescimento celular (RVC) elevada (>70%) nas linhagens celulares tumorais.
Contudo, a substancia (LQM 168) demonstrou um potencial citotéxico relevante frente a linhagem tumoral HL-
60, apresentando Clso= 2.4 uM, sendo assim a de maior potencial da série.
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Introducéo:

O céancer representa um grande impacto na salde publica, sendo considerado a segunda causa de mortes
mundiais, onde, somente no ano de 2015, mais de 8 bilhées de 6bitos foram reportados (WHO, 2018). Embora
diversos farmacos estejam disponiveis e diversas estratégias terapéuticas terem sido testadas e
implementadas, a eficacia dos tratamentos atuais ainda € limitada, tornando esta doengca uma preocupagdo
global, sendo emergencialmente necessaria a busca de substancias seletivas para células cancerigenas
(ASATI et al., 2014; ASATI et al., 2018).

Diante do cenario atual, as pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de novos farmacos mostram-se
essenciais, tornando a sintese orgéanica voltada para fins terapéuticos uma ferramenta de extrema importancia.
Neste contexto, dentre o arsenal atual de estruturas quimicas, os heterociclos demostram-se potencialmente
ativos frente & atividade anticancer. Dentre estes, destacam-se o nucleo quinolinico, reportado na literatura
como indutor de apoptose, inibidor do crescimento celular, inibidor da angiogénese e como agente intercalante
de DNA (CHAVDA et al.,, 2010; KRAUSE et al.,, 2011; OAFZAL et al.,, 2014). Além deste, ressalta-se os
derivados tazolidinicos, capazes de inibir a proliferacéo celular, uma vez que sédo agonistas do receptor nuclear
PPARY (GRILLIER-VUISSOZ et al., 2012).

Tendo em vista o potencial farmacoldgico destes heteroclicos, como estratégia de planejamento e
desenvolvimento deste trabalho, adotou-se a hibridizacdo molecular, constituindo-se como a unido dos
grupamentos farmacoféricos (TIETZE et al., 2003; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007) para desenvolvimento de
novas moléculas com direcionamento aos alvos biologicos envolvidos na patogénese do cancer.

Paralelo aos fins farmacoldgicos deste trabalho, visando aperfeicoar as estratégias de obtencdo dos
compostos, utilizou-se, além dos métodos convencionais de sintese, o emprego da sonica¢gdo, com o intuito de
promover a reducdo do tempo das rea¢des quimicas, subprodutos e elevar os rendimentos reacionais (BAZGIR
et al., 2010; NI et al., 2010). Sendo assim, o presente trabalho tem por objetivo sintetizar e otimizar a obtencao
de novos derivados quinolin-4-hidrazotiazolidinas planejados como potenciais agentes antitumorais.

Metodologia:

A etapa inicial deste trabalho envolveu o processo de sintese dos compostos propostos por duas
condi¢cBes distintas, a convencional e a segunda sob irradiacdo de ultrassom, com o objetivo de otimizar a
obtencdo dos produtos planejados. Para isto, a rota de sintese foi realizada em duas etapas: a primeira
consistiu na formacéo do intermediario (PFJ10), obtido pela substituicdo nucleofilica entre o heterociclo 4-7-
dicloroquinolina e a tiossemicarbazida. O intermediario sintético (PFJ10) (1-(7-cloroquinolin-4-il)
tiossemicarbazida) foi entdo submetido a reacdes de ciclizacbes com 6 diferentes di-eletrofilos
(cloroacetoacetato de etila, anidrido maleico, 2-cloroacetato de etila, 2-bromoacetofenona, dibromoetano e
dibromopropano) para obtencao dos compostos ciclizados da série quinolin-4-hidrazinotiazolidina (LQM 168-
185), como mostrado na figura 1.
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Figura 1: Rota geral de sintese.
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Em seguida, foram determinadas as propriedades fisico-quimicas (ponto de fusdo e grau de pureza),
bem como caracterizacdo estrutural de todos os compostos sintetizados. Para isto, os pontos de fusdo das
amostras foram mensurados em capilares abertos no equipamento MSTecnopon® PFMIl Digital e a
determinacéo do grau de pureza das amostras foi obtida por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
acoplada a luz ultravioleta visivel (254 nm) utilizando o sistema isocratico (metanol 100%) ou acidificado com
acido formico (MeOH:0,1% AF) como fase moével e coluna de fase reversa (C-18). As amostras foram
analisadas com a concentra¢éo de 1mg/mL em corridas de 12-20 minutos, com volume de inje¢@o de 5uL/min.
A caracterizagdo estrutural das amostras foi realizada através de Espectroscopia de infravermelho (KBr) e
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono treze (**C).

O potencial citotoxico dos compostos obtidos foi também investigado. Para tanto, o ensaio de citoxicidade
foi realizado in vitro em trés linhagens de células cancerigeras (HL-60/leucémica, PC-3/adenocarcinoma de
prostata e SF-295 /glioblastoma) através do método MTT (MOSMAN, 1983). A reducdo da viabilidade celular
das linhagens tumorais foi determinada sob tratamento com os compostos em concentragdo de 10ug durante
72 horas. Os compostos que apresentaram alta inibicdo da viabilidade celular (>70 %) em pelo menos uma
linhagem de células foram selecionados para quantificacdo da concentragdo inibitéria em 50 % da populagéo
celular (Clsp).

Resultados e Discusséo:

A sintese dos compostos foi realizada através de duas condi¢cdes experimentais, a convencional e a
sob efeito de sonificagdo. Para isto, os pardmetros quimicos (solvente, catalisadores e proporcdes) foram
mantidos entre as mesmas reag¢fes, 0 que permitiu comparar a eficacia entre as metodologias. A sintese do
intermediario 1-(7-cloroquinolin-4-il) tiossemicarbazida (PFJ10) foi obtido de modo eficaz, apresentando um alto
rendimento (99%) no método convencional. As rea¢cbes de ciclizacdes para obtencdo dos compostos
requeridos desenvolvidas na condi¢cdo convencional conduziram a formacdo dos compostos com tempo de
reacdo de 24-36h e rendimentos de 43-90%. Por outro lado, os compostos finais requeridos obtidos através da
sonicacdo exibiram tempos de reacdes 20-55 min e rendimentos reacionais >87%. A maior efetividade na
sintese observada na metodologia de sonicacéo € justificada pela colisdo molecular superior as exercidas em
reacOes de metodologia convencional (MASON, 2002), o que conduz a um tempo de rea¢gdo menor e formacgdo
de menos subprodutos, o que justifica os resultados observados.

Os parametros fisico-quimicos demonstraram um alto grau de pureza entre os compostos (>95%)
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia. Tal padréo contribuiu para a caracterizagcao estrutural dos
compostos por IV e RMN de 'H e **C, onde foi possivel confirmar a formagédo dos produtos, principalmente
através da presenca das bandas de absor¢éo, dos sinais e deslocamentos quimicos caracteristicos para cada
molécula.

A andlise bioldgica dos protétipos foi iniciada pela avaliacdo da viabilidade celular, assim, o perfil
citotoxico em linhagens de células cancerigenas foi avaliado in vitro como demostrado na tabela 1.

Tabela 1: Citotoxicidade dos compostos em diferentes linhagens de celulas cancerigenas.

Cad. Linhagem Celular
SF-295 HL-60 PC-3

RVC % EPM RVC % EPM RVC % EPM
PFJ10 20.7 3.8 30.9 0.8 235 2.7
LQM 168 97.3 0.7 93.2 0.5 98.8 0.2
LQM 169 18.2 0.5 40.8 3.0 17.2 2.9
LQM 170 25 25 345 1.2 12.3 3.2
LQM 183 79.3 0.9 91.3 0.6 79.8 1.9
LQM 184 40.0 1.7 70.4 1.3 32.2 24
LQM 185 25.8 0.9 19.4 5.9 10.1 4.6

Os dados estéo apresentados como percentuais de reducao da viabilidade celular (RVC % + EPM) obtidos pelo Programa GraphPad Prism
verséo 6.0, a partir de 2 experimentos independentes realizados em quadruplicata apés 72 h de incubagéo.
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Conforme demostrado na tabela 1, os analogos ciclizados LQM 168 e LQM 183, com aumento de
volume hidrofébico no anel tiazolidinico demostraram uma alta reducéo da viabilidade celular nas trés linhagens
celulares estudadas. Por outro lado, o protétipo LQM 184 (anel tiazolidinico ndo substituido) apresentou uma
reducdo de viabilidade celular moderada em apenas uma das linhagens celulares (70,4% em HL-60). Deste
modo, estes compostos foram selecionados para determinagédo da concentracao inibitéria 50 % e seletividade
entre 4 linhagens de células tumorais, HCT-116 (carcinoma de célon), PC3 (adenocarcinoma de préstata) , SF-
295 (glioblastoma) e HL-60 (leucémica) e a célula ndo tumoral, L929 (Fibroblasto de tecido conectivo
subcutaneo). A tabela 2 mostra os resultados obtidos.

Tabela 2:Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos em linhagens de celulas tumorais e ndo tumorais.

cod. HCT-116 PC-3 HL-60 SF-295 L929
LQM 168 14,99 20.7 2,41 >27,62 25,32
(14,01-16,03) (18.3-23.2)  (2,02-2,87) (21,21 — 30,21)
LQM 183 17,74 >28,40 14,72 >28,40 >28,40
(15,80 — 19,91) (12,72 — 17,04)
LQM 184 >35,97 >35,97 25.5 >35,97 >35,97
(20.5 — 31.3)
DOX 0,12 (0,09- 0,76 0,02 0,24 0,66
0,17) (0,59-0,93) (0,01-0,02) (0,2-0,27) (0.49-0.83)

Os dados estdo apresentados como valores de Clsp ou CEso em pM e o intervalo de confianga. Obtidos por regressdo nao-linear pelo
Programa GraphPad Prism versdo 6.0, a partir de 2 experimentos independentes realizados em duplicata apés 72 h (células de cancer e
células ndo tumorais). Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.

Conforme observado na tabela 2, o composto (LQM 184) demonstrou menor seletividade dentre todas
as linhagens, frente determinagéo das respectivas Clsy, sendo 25.5 yM para HL-60, além de apresentar-se
acima de 35 pM para as demais linhagens (HCT, PC-3, SF295, bem como a ndo tumoral L929). De maneira
semelhante, o composto (LQM 183) também ndo demonstrou relativa distin¢cdo entre os tipos de cancer, além
de apresentar Clsg todas superiores a 14.72 yM. Contudo, o composto (LQM 168), apresentou consideravel
seletividade frente a linhagem tumoral HL-60 (Clsp=2.41 uM), sendo para as demais superior a 14.99 M.

Desse modo, o protétipo LQM 168 demonstrou a melhor atividade atitumoral in vitro seletiva para o tipo
de linhagem HL-60 (leucémico), e também apresentou seletividade entre células tumorais e ndo tumorais
(Cl5p=25.32 uM), tornando um composto promissor para elucidagdo do mecanismo de agéo farmacoldgico.

Conclusdes:

O emprego da sonicagdo na metodologia de sintese conduziu a formacado dos derivados quinolin-4-
hidrazinotiazolidina com rendimentos entre 87-95%, somado a tempo reacional entre 20-55min e com elevado
grau de pureza (>95%), mostrando-se mais eficaz que o método convencional de sintese, que demonstrou, por
sua vez, entre 43-80%, entre 24-36h.

A avaliacdo citotoxica demonstrou que as substancias (LQM 168), (LQM 183) e (LQM 184)
apresentaram elevada atividade citotdxica contra uma das linhagens celulares de cancer humano utilizadas,
onde as substancias (LQM 168) e (LQM 183) destacaram-se por apresentar RCV > 70 % contra todas
linhagens testadas. Com isto, o composto (LQM 168) mostrou um potencial citotéxico seletivo a linhagem
tumoral HL-60, apresentando Clso= 2.4 uM, sendo assim o0 mais potente frente as linhagens tumorais. Ressalta-
se, ainda, que o referido composto apresentou Cls,=25.32 uyM para células ndo tumorais (L929), demonstrando
o0 potencial seletivo para linhagens tumorais.
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