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RESUMO

O céncer € umas das principais causas de mortalidade no mundo e os farmacos
disponiveis atualmente para a quimioterapia apresentam alta toxicidade, além de ja
mostrarem-se ineficazes, haja visto, o crescente surgimento de células tumorais
resistentes a multiplas drogas. Diante deste cenério, o desenvolvimento de novos
protétipos a farmacos antineoplasicos € uma necessidade emergencial e representa
uma linha de pesquisa relevante e promissora. Dentre as classes de farmacos
sintéticos com atividade antitumoral, destacam-se as ftalimidas e os tiazois. Com base
nisso, este trabalho apresenta o planejamento e a sintese de uma série de 14 inéditos
ftalil-tiaz6is (As 01-14) candidatos a farmacos antitumorais potentes e menos toxicos.
Os compostos foram obtidos por rota sintética envolvendo duas etapas partindo da
condensacao entre o anidrido ftalico e a tiossemicarbazida, com posterior reacdo do
composto obtido com diferentes a-halo-cetonas para a formacdo de anéis tiazois
diversamente substituidos. A purificacdo dos compostos obtidos foi realizada por
recristalizacdo em etanol. A elucidagéo estrutural foi realizada por meio da utilizacéo de
técnicas espectroscépicas de IV e RMN 'H e '3C. A fim de avaliar o potencial
antitumoral destes ftalil-tiazois, foi testado seu efeito citotoxico, in vitro, sobre linhagens
de células tumorais [HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-
7 (cancer de mama humana)]. Foram testados ainda frente a células fisiologicas de
mamiferos (esplendcitos de camundongos BALB/c) e diante da producao, por estas
células, de IFN-y e IL-10 estimuladas por Con A. A excecdo do composto As-02, todos
os demais apresentaram potencial de inibicdo superior a 80% para a linhagem de
leucemia. Os compostos com substituintes mais volumosos no anel tiazdlico (As-09 e
As-10) foram os menos toxicos para as células fisiolégicas de mamiferos. O composto
As-09 apresentou também o melhor perfil citotoxico frente as linhagens tumorais
ensaiadas. Para este foi mensurada a Clsp com valores inferiores a 13 pg/mL. Para a
série de ftalil-tiazOis estudada, o composto As-09 foi 0 mais promissor prototipo a

farmaco antitumoral.

Palavras-chave: Quimica medicinal. Cancer. Imunomodulacdo. Ftalimida. Tiazol.



ABSTRACT

Cancer is a leading cause of mortality worldwide and currently available drugs for
chemotherapy show high toxicity, in addition to already show to be ineffective, there is
see, the increasing emergence of resistant tumor cells to multiple drugs. In this
scenario, the development of new prototypes to anticancer drugs is an urgent need and
represents a line of research relevant and promising. Among the classes of synthetic
drugs with antitumor activity, there are the phthalimides and thiazoles. Based on this,
this paper presents the design and synthesis of a series of 14 unpublished phthalyl-
thiazoles (As 01-14) candidates potent and less toxic antitumor drugs. The compounds
were obtained by the synthetic route involving two steps starting from condensation
between thiosemicarbazide and phthalic anhydride, with subsequent reaction of the
compound obtained with different o-halo-ketones to form different rings variously
substituted thiazoles. Purification of the obtained compounds was performed by
recrystallization from ethanol. The structural elucidation was performed by use of
spectroscopic techniques such as IR and *H and *C NMR. In order to evaluate the
antitumor potential of these phthalyl-thiazoles, their cytotoxic effect in vitro was tested
on cancer cell lines [HEp-2 (human larynx carcinoma), NCI-H292 (human pulmonary
mucoepidermoid carcinoma), HL-60 (acute promyelocytic leukemia) and MCF-7 (human
breast cancer)]. Even against physiological mammalian cells (splenocytes from BALB/c
mice) and before production by these cell, IFN-y and IL-10 stimulated by Con A were
tested. Except for the compound As-02, all others showed potential inhibition superior to
80% for the lineage leukemia. The compounds with bulky substituents on the thiazole
ring (As-09 and As-10) were less toxic to physiological mammalian cells. The compound
As-09 also showed a better cytotoxic profile across the tumor cell lines tested. To this
was measured with I1Cs values less than 13 pg/mL. For the series of thiazoles-phthalyl
the compound As-09 studied was found to be the most promising prototype antitumor

drug.

Keywords: Medicinal chemistry. Cancer. Inmunomodulation. Phthalimid. Thiazol.
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1. INTRODUCAO

No contexto atual, nota-se que as doencas infecciosas e parasitarias deixaram
de ser a principal causa de mortes no Brasil e no mundo, tendo seu lugar preenchido
pelas doencas do aparelho circulatério e pelas neoplasias (INCA, 2013).

O cancer é uma patologia multifatorial em que estdo envolvidas diversificadas
vias bioquimicas e imunologicas (OMS, 2013). O arsenal quimioterapico disponivel
para o tratamento do cancer apresenta Vvarios problemas quanto a especificidade,
potencialidade e presenca de efeitos indesejados. Além desses fatores, o
desenvolvimento de resisténcia a mdultiplas drogas é um elemento agravante na
terapéutica do cancer (GOTTESMAN et al., 2002).

Entretanto, a OMS afirma que 1/3 dos casos podem ser curados quando
diagnosticados e tratados precocemente, tornando-se, assim, cada vez mais
necessario medidas que levem a uma melhoria no diagndéstico/tratamento e
consequentemente diminuicdo do numero de ébitos (OMS, 2013).

Dentre essas medidas, a busca por novos farmacos potentes e seletivos para
introducéo na terapéutica oncolégica € de essencial importancia, haja visto que muitos
aspectos desta doenca ainda permanecem sem tratamento (INCA, 2013).

Historicamente a compreensao dos processos celulares e bioquimicos do cancer
passou por diversas etapas, desde sua descoberta até a atualidade. Juntamente com a
obtencdo destes conhecimentos cada vez mais aprofundados e esclarecedores,
ocorreram importantes descobertas cientificas (ex. estrutura do DNA), surgimento de
tecnologias (ex. sequenciamento do DNA) e compreensdo de mecanismos biolégicos
(ex. proteinas G), os quais levaram a reducao do indice de mortes por cancer em 2005
(DEVITA et al., 2012).

Por muito tempo, os tumores foram vistos como uma massa composta apenas
por células cancerosas. No entanto, recentemente, estes comecaram a ser
considerados como um tecido complexo constituido de diferentes tipos de células (ex.
células imunes, endoteliais, mieldides, fibroblastos), as quais interagem de formas
diferentes ao que se encontra nos tecidos normais.

As células normais também exercem importantes fun¢cfes que levam a
desenvolvimento e a progressdo da doenca. Frente a isso, se tem atualmente, um

conceito quanto a biologia tumoral que esta ndo somente se restringe a células
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tumorais, mas também as interacdes entre as células tumorais e estromais, que juntas
formam o microambiente tumoral (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Segundo Medrano (2013), as principais caracteristicas desse microambiente
tumoral s&o: desregulacdo de vias energéticas; sinais de proliferacao
autossustentados; evasdo de sinais supressores de crescimento celular; replicacao
ilimitada; promocdo de inflamacéo; invasdo e metastase; inducdo da angiogénese;
instabilidade gendmica e desenvolvimento de mutacdes; resisténcia a morte celular;
evasdo dos mecanismos imunes antitumorais. Tais caracteristicas sdo adquiridas
através de uma forte selecéo positiva durante a tumorigénese e representa o beneficio
da transformacéo celular que possibilita 0 desenvolvimento do cancer, sendo que as
células que ndo sofrem estas mutacBes, provavelmente, ndo conseguem se
estabelecer.

Tumores crescem e desenvolvem metastase por meio da angiogénese
(formacao de vasos sanguineos). A inibicdo do processo angiogénico ou mesmo da
segmentacdo de vasos tumorais existentes pode ser utilizada para o tratamento de
tumores, como uma alternativa ou em paralelo com a quimioterapia convencional
(MAKRILIA et al., 2009). A formacado de novos vasos é limitado em adultos saudaveis,
logo, sua inibicdo ndo traria muitos efeitos colaterais (COSTA, 2011). Uma droga
antitumoral com propriedade imunomodulatoria e antiangiogénica bem documentada é
a talidomida (1) (Figura 01) (SINGHAL, 1999).

NH

o (1)

Figura 01 — Estrutura da Talidomida.

Todavia, este medicamento apresenta um indesejado perfil teratogénico, que
veio a ser investigado apos altas taxas de alteragBes congénitas que surgiram em filhos
de mées que fizeram uso deste farmaco durante a gestacdo. Isso aconteceu alguns
anos apos a sua introducdo no mercado farmacéutico como sedativo e hipnético, em
meados da década de 1950 (MELCHERT, 2007).
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O emprego da talidomida € limitado ao tratamento de enfermidades para as
guais ndo existem alternativas terapéuticas, condicionado a utilizacdo de métodos
contraceptivos em mulheres e ao monitoramento dos efeitos neuroldgicos ao longo do
tratamento (BARBOSA, 2009).

Baseando-se em dados de relacdo estrutura-atividade da literatura, pode-se
afirmar que a propriedade imunomoduladora da talidomida estad relacionada ao
grupamento ftalimida (BARBOSA, 2009). Este heterociclo é bastante promissor para o
desenvolvimento de moléculas farmacologicamente direcionadas ao tratamento do
cancer. Além de estar presente na lista do National Health Institute (NHI, USA) como
uma das 40 estruturas farmacoféricas (“pharmacophoric scaffold”) mais promissoras
para o desenvolvimento de farmacos antitumorais e imunomodulatérios (GOMES,
2012).

Os derivados das ftalimidas sdo conhecidos pela atividade imunomoduladora,
sendo a inibicdo da citocina fator de necrose tumoral (TNF-a) bem investigada e com
destacada importancia, por ser considerada mediadora dos processos inflamatérios e
tumorais. Atribui-se também a esta familia de compostos as atividades antiangiogénica;
antiproliferativa; ativadora de apoptose, células T e natural killer (NK); inibidora de
adeséo celular entre outras (TEO, 2005; HASHIMOTO, 2002).

Outra classe de compostos heterociclicos bastante estudada na atualidade sao
os tiazdis. Este nucleo pode ser encontrado como subunidade em diversas moléculas
biologicamente ativas naturais e/ou sintéticas. Apresentam também amplo espectro de
atividades biologicas, dentre as quais destaca-se a potente acdo citotoxica frente a
diferentes tipos de tumores tais como carcinoma de pulméo, adenocarcinoma de célon,
glioblastoma, melanoma, cancer de prostata e leucemia (LAFRANC et al., 2013;
HASSAN et al., 2012; FALLAH-TAFTI et al., 2011; ALIABADI et al., 2010; SOUZA et
al., 2005).

O presente trabalho esta inserido neste contexto, com a obtencéo e avaliacdo de
inéditos derivados ftalil-tiazéis planejados para atuar no tratamento do cancer. Foram
sintetizadas 14 novas moléculas as quais foram testadas em diferentes linhagens
tumorais quanto ao seu perfil de inibicdo desses modelos experimentais, avaliadas
também a sua citotoxicidade em células fisiolégicas de mamiferos e quanto ao seu

perfil modulatério no tocante a producéo de citocinas imunoldgicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Neste estudo foram utilizados o0s seguintes conceitos e trabalhos que

fundamentam e corroboram para os conclusdes alcancadas.

2.1. A Quimica Medicinal: origem e evolucéao

Segundo varios achados historicos, 0os seres humanos, desde os primérdios de
sua historia, buscaram substancias eficazes para o tratamento ou alivio dos sintomas
de doencas que lhes afligia. Até o final do século XVIII, o uso de plantas, minerais e
produtos de origem animal foi usado com embasamento adquirido de experiéncias
empiricas, e esta préatica, muitas vezes perigosa, gerou muitas informacdes acerca do
potencial terapéutico de determinados produtos de fontes naturais, sendo este
conhecimento denominado medicina popular (LOPES, 2010).

O advento da quimica moderna no inicio do século XIX, permitiu que compostos
de origem natural, sendo a maior parcela destes derivados de vegetais, com atividade
farmacoldogica fossem isolados, por técnicas de extracdo, e caracterizados. A
purificacdo destas substancias mostrou-se de grande relevancia para o
desenvolvimento de preparacfes farmacéuticas, além de, em varios casos, anular 0s
efeitos indesejados atribuidos a outros compostos presentes no vegetal de origem
(LOPES, 2010).

O isolamento do alcaloide opiaceo morfina (2) (Figura 02), realizados em 1815
por Friedrich Setlrner a partir do extrato de 6pio, é reconhecido como marco inicial
para este cenario. A morfina apresenta propriedade analgésica e € obtida da espécie
vegetal Papaver somniferum (SNEADER, 2005).
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Figura 02 — Morfina: imagem da Papaver somniferum e estrutura.

Outro exemplo é a quinina (3) (Figura 03), que foi isolada em 1820 por J.
Pelletier e J. Caventou a partir de extrato da casca da Cinchona. Consiste em um

alcaldide quinolinico efetivo no tratamento da malaria (HANSON, 2006).

X
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Figura 03 — Estrutura da quinina.

Um fendmeno que se iniciou nas universidades — e no final do século XX ja se
mostrava forte nas principais industrias farmacéuticas — foi a obtencdo de farmacos
sintéticos, deixando de ser apenas oriundo de fontes vegetais. Como exemplo marco
deste processo pode ser citado a obtencdo e producdo em larga escala do acido
acetilsalicilico (4) (Aspirina) pela industria Bayer (PINTO, 2013) (Figura 04).
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o
Figura 04 — Estrutura do acido acetilsalicilico.

O planejamento estrutural era baseado em pequenas modificacdes de grupos
funcionais previamente identificados em produtos naturais. Caracterizando neste caso
o desenvolvimento inicial da ciéncia conhecida como Quimica Medicinal. Estas
modificacbes compreendiam esterificacdo, alquilacdo, hidrélise, oxidacdo ou reducéo
(SNEADER, 2005).

De acordo com a IUPAC, o campo de estudo da Quimica Medicinal abrange a
invencdo, o descobrimento, a identificacdo, o desenho e a preparacdo de moléculas
bioativas; estando também atribuidos a esta ciéncia a analise e intepretacdo dos
mecanismos em que estes compostos atuam em nivel molecular, e o estudo dos
fatores relacionados aos aspectos entre a estrutura quimica, a atividade biologica e os
parametros farmacocinéticos envolvidos como absor¢do, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade do seu uso (WERMUTH, 2008).

Para Alfred Burger, um dos criadores do Journal of Medicinal Chemistry, a
Quimica Medicinal mostra grande influéncia na prevencao, terapia e compreensédo das
doencas, buscando através de seu campo de estudo o uso de farmacos seguros,
contribuindo com uma vida mais saudéavel e feliz (BURGER, 1991 apud SILVA, 2012).

Quanto a sua racionalidade, a Quimica Medicinal esta essencialmente voltada a
pesquisa de farmacos, inicialmente conduzida de forma expressiva pelos quimicos, e o
estudo de seus mecanismos de agéo. Para atingir tais finalidades, diversas areas estao
fortemente atreladas a esta area de pesquisa, tais como a Quimica Pura,
Farmacologia, Microbiologia, Bioquimica, Fisiologia, Biologia Molecular, Genética,
Bioinformatica entre outras. Sendo, neste caso, campo de atuacdo para diversos
profissionais (HANN, 2011).

O desenvolvimento da Quimica Medicinal proporcionou e continua possibilitando
a descoberta de muitos farmacos, representando uma grande conquista alcancada pela

humanidade, uma vez que traz melhorias na qualidade e expectativa de vida (LOPES,
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2010). Na figura 05 esta representado um cronograma com alguns importantes

farmacos usados pela humanidade.

o 5 3
> o I o
£ > o a8 o - T o
Y o] 3 E! ) S e e =]
3 2 X @ = a =©- 4 = 2
-1 [x] 3] = o & © -] [x] =1
5, c s 8 g2 & s = g = = >
= = = = = =5
> e b e bl ok el o ed ol ad ed e e od ed o ad d e
ggggggg@wcwﬂw@@@@@g@@@ﬂ
-‘qu_‘aooﬁl\lﬁlﬁlgﬂﬂﬂlgﬂl(ﬂ “gﬂﬂ
~Nooo NGB NNO w ©
> ] ) Q = - = = = w g
= & 3 £ § g £ 2 § £ 5»
g E ¥ 3§ =2 =© & & g 3 Ea-
£ & 2 T T & & § £ g Es
5 o = = = 3 = Y g =°
= 2 3 = =] = g 32 2 3
8 g g ¥ 8% B
-] v} Q © 5:}
s £ € 9 S8
N (=] [=]
E 2 %5 % £ E%
= 8 3 2 B ®2
= 2 = £ 5 3z
i~ Q = 1] ]
= = [v] = -
< o (3] g = s
mm DN O OMMGBP D
oozcn:oooooooo
(=] COoO00COO00CO0O0 Q0O ©
N NN NNNNNNNNNNN
@
N b T - @ © ©
2> o~ o o ] © [-1] -]
# & £§% £ § § § & 5
§ S ¢ £ i c ] t E = k=]
$ £ & o B S S = 5%© =
s o T © o s 0 N D @
s = s ; = = = =2 o
< & > B» =2 g =2 22 9
> o E 5 =
o < [z}

Figura 05 — Cronograma da descoberta de alguns farmacos (LOPES, 2010).

7

Frente ao exposto, € perceptivel que a Quimica Medicinal é uma ciéncia
multidisciplinar em que a juncdo de conhecimentos e tecnologias |he proporciona
constantes transformacfes buscando a compreensdo detalhada dos processos
biologicos, sendo um desafio que provoca imensa satisfacdo aos seus praticantes

devido ao impacto na humanidade.

2.2. Origem e desenvolvimento dos Protétipos a Farmacos

A descoberta das primeiras substancias bioativas esteve ligada a curiosidade
humana de observacdo e experimentacdo da natureza. Este conhecimento foi/é de
grande valia sendo resgatado pela ciéncia para a identificacdo de potentes compostos
para a introducdo na terapéutica, sendo este ramo do conhecimento denominado de
Etnofarmacologia. Como exemplo desse processo podemos citar a tobocurarina,

farmaco oriundo do curare que foi estudado a partir da utilizagdo por indios da América
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do Sul na pratica da caca, vindo esta substancia a ter extenso uso na clinica como

relaxante muscular e anestésico (Figura 06) (SILVA, 2013).
OH
HsC CH; OCH; (5)
N/
N

Figura 06 — Curare: Estrutura da tubocurarina e planta de onde é extraida.

Alguns farmacos também foram identificados de forma aleat6ria sem retirar o
mérito dos grandes pesquisadores que brilhantemente souberam analisar a situacéo
em gue se encontravam tais compostos, interpretando e fazendo ligacdes destes para
fins medicamentosos. Como principal exemplo temos o famoso trabalho de Fleming,
gue a partir de uma contaminacdo fungica de suas culturas bacterianas, conseguiu
descobrir o potente antibiético penicilina (NOGRADY, 2005) (Figura 07).
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Figura 07 — Penicilina.

No entanto, o desenvolvimento da Quimica Medicinal provocou uma revolucao
no processo de descoberta de novos compostos bioativos. O aprimoramento
tecnolégico possibilitou a elaboracdo de métodos e técnicas que propiciaram um
melhor desenvolvimento de farmacos, principalmente sintéticos. Frente a essa
mudanca, percebida nas Ultimas décadas, o planejamento e a identificacdo de
compostos com propriedades terapéuticas passaram a ser orientados pela
compreensao da forma em que esses atuam em nivel bioquimico/fisiopatolégico
(KOLLMAN, 1989).

As formas antigas de descoberta de protétipos a farmacos nao foram totalmente
abandonadas, mas no cenario atual cada vez mais se busca um planejamento racional
para a obtencdo de farmacos, dando prioridade a compostos seguros e de féacil
obtencdao, preferencialmente por meios sintéticos a baixo custo (HANN, 2011).

Séo varias as vias utilizadas para a descoberta e o planejamento sintético de
farmacos. Em 2008, Wermuth as agrupou em quatro abordagens diferentes que sao

definidas a seguir:
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Desenho de analogos

Trata-se de um caminho utilizado para a obtencdo de moléculas biologicamente
ativas no qual se tem maior probabilidade de se conseguir este objetivo, ja que parte-se
de farmacos conhecido e caracterizados. Esta estratégia € a mais utilizada por
guimicos medicinais (WERMUTH, 2008).

Triagem sistematica

Consiste em uma estratégia utilizada para identificar potentes protétipos a
farmacos que tenham acdo em promissores alvos biolégicos. Neste caso, uma
biblioteca de compostos naturais e/ou sintéticos € testada, sendo que a prevaléncia é
de ensaios in vitro (WERMUTH, 2008).

Exploracado de informacgdes bioldgicas e farmacoldgicas

Esta principalmente ligada a etnofarmacologia, a qual sdo descobertos novos
farmacos decorrente da avaliacdo cientifica do popular, por meio de um
aprofundamento de estudos das propriedades clinicas principais e secundarias
(WERMUTH, 2008).

Planejamento racional

Vislumbra a obtencdo de compostos com estrutura molecular previamente
planejada para atuar em determinado alvo farmacoldgico, o qual se tem conhecimento
de estar ligado a determinado processo fisiopatolégico (WERMUTH, 2008).

Os farmacos pertencentes a este grupo tem sua origem do desenho de um
prototipo a partir do conhecimento topografico do receptor ou de uma molécula bioativa
conhecida, onde o protétipo pode, através de modificacbes moleculares, desenvolver
aumento de sua eficicia. Neste caso as alteragbes do composto devem preservar as

propriedades farmacocinéticas e ligantes farmacoféricos (SILVA, 2012).
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Vimos até entdo a importancia da Quimica Medicinal no combate de patologias
em geral. Sendo o cancer uma patologia mais desafiadora para o desenvolvimento

desse campo de estudo tendo em vista a sua complexidade.

2.3. Cancer

O cancer é uma doenca multifatorial, caracterizada pelo aumento desordenado
de células anormais. Este problema devastador pode ser desenvolvido em qualquer
parte do organismo e em varios casos apresenta o fenbmeno de invasdo de partes
adjacentes e/ou migracao para partes distantes do corpo, sendo isto denominado
metéstase. Esse processo € considerado a principal causa de morte por cancer
(CAVALCANTI, 2010).

Em organismos saudaveis existe uma regulacdo das divisdes celulares,
correspondendo as necessidades do tecido a que fazem parte e consequentemente ao
sistema em homeostase. Essa caracteristica fundamental esta ausente nas células
neoplésicas, as quais permanecem em constante divisdo, mesmo cessando a
exposicdo ao agente desencadeador, levando a deformidades anatbmicas,
compressao e até a perda de funcdes no 6rgao afetado (COSTA, 2011).

De acordo com a OMS (2013), o termo céancer é genericamente usado para
designar um largo grupo de doencas que podem afetar qualquer parte do corpo. Esta
definicdo se aplica também a outros termos usados como tumores malignos e
neoplasias.

A origem de um processo neoplasico geralmente € a partir de uma Unica célula.
Esta sofreu alguma alteracdo genética resultante de sua exposicdo a agentes, podendo
estes ser de carater quimico, fisico ou biolégico. Como resultado disso se inicia a
progressdo de uma lesdo pré-cancerigena, envolvendo varios estagios, culminando
com a formacao de tumores malignos (AL-OMARY et al., 2012).

De forma geral, pode-se admitir que a célula neoplasica € uma célula mutante
na qual seu material genético foi alterado/modificado resultando em uma complexa
interacdo entre fatores intrinsecos e extrinsecos. Tal mutacdo leva a proliferacéo
descontrolada, a indiferenciacdo e mudanca na forma de interagir com os tecidos
adjacentes, levando a invasdo (COELHO, 2010).
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2.3.1. Historico

O Cancer foi/é visto como um estranho paradoxo, tendo em vista que as
descobertas e o desenvolvimento de tecnologias pela medicina também eram
acompanhadas do aumento do pavor da populacdo em relacéo a esta doenca. Durante
muito tempo os médicos foram incapazes de evitar o sofrimento e as mortes causadas
por esta patologia em decorréncia da falta de conhecimento etiolégico e de tratamento.
No entanto, o cancer era agregado a um grande rol de mazelas que afligiam a
sociedade. Frente a este quadro, os pacientes geralmente passavam por execracao
social causada pelo temor de sua suposta contagiosidade, restando-lhes agonizar até a
morte, sem receber nenhum cuidado (TEIXEIRA & FONSECA, 2007).

A partir de meados do século XX percebeu-se, o comeco da transformacéo
deste cenario, pois 0s promissores tratamentos surgidos, ainda no inicio do século,
passaram a mostrar eficacia, ao mesmo tempo em que os médicos passaram a ter
interesse pelo diagnéstico precoce como forma de prevencédo (DE VITA, 2012).

No entanto, a ampliacdo do conhecimento da doenca e o surgimento de alguma
esperanca de tratamento dos portadores eram acompanhados do aumento também da
compreensao das grandes dimensfes deste mal, de suas diversas faces e da limitada
capacidade da medicina da época em doma-lo, causando grande temor na sociedade,
gue passou a ver o cancer como o flagelo da modernidade (TEIXEIRA & FONSECA,
2007).

Na tabela 01 esta representado um cronograma da histéria de desbravamento

dos conhecimentos sobre o cancer e suas possiveis formas de tratamento:

Tabela 01 — Cronograma de eventos importantes nos estudos sobre o cancer.

30 a. C. Egipcios, persas e indianos ja se referiam a tumores
malignos;

Século Estudos da Escola Hipocratica Grega, que caracterizou a

IV a.C. doenga como um tumor duro que muitas vezes, reaparecia

depois de extirpado, ou que se alastrava para diversas partes

do corpo levando a morte;

Inicio do | Idéia do cancer como um desequilibrio dos fluidos do

periodo cristdo | organismo;




Século XV

Descoberta do sistema linfatico; uso de terapias voltadas para

obtencéo do suposto equilibrio corpéreo, como as sangrias.

Século XVIII

da

conhecimentos sobre as células; o cancer passou a ser Vvisto

Desenvolvimento anatomia  patolégica e dos

como uma doenca local,

Surgimento na Europa de hospitais para assisténcia aos

desamparados acometidos com cancer;

Século XIX

O desenvolvimento da teoria celular vinculou a doenca as

células e ao processo de divisao;

Introducdo do conceito de metastase, a partir da observacéo,
por Joseph Claude Recamier (1774-1852) de um tumor
secundario no cérebro de uma paciente inicialmente atingida

com um cancer no seio.

Concluséo de que as células cancerosas se desenvolvem a
partir de células normais, fato demonstrado pelo anatomista
Wilhelm Waldeyer (1836-1921).

Proliferacdo, em diversos paises europeus, de instituicbes

voltadas a protecdo de pacientes com cancer,

Em meados

do século XIX

Avancos das cirurgias como esperanga para a cura,

Década de | Desenvolvimento das técnicas de assepsia e antissepsia

1860 criadas por Joseph Lister (1827-1912) reduzindo o indice de
iNsucessos nas cirurgias;

1895 Descoberta dos raios X;

1896 Inicio do uso dos raios X pela medicina em diversas doencas;

Inicio do | Surgimento das primeiras instituicées de pesquisa do cancer;

século XX

29
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1904 Inicio do uso do radio, descoberto pelo casal Pierre e Marie
Curie, no tratamento de diversas doencas, e principalmente o

cancer.

1905 O radiologista francés Jean Bergonié e o histologista Louis
Tribondeau esclareceram os principios de acao curativa dos
raios X, mostrando que as células cancerosas sdo mais

sensiveis a ele que as células sas.

1906 Primeira Conferéncia Internacional contra o Cancer, em Paris;

1910 Segunda Conferéncia Internacional contra o Cancer, na
Bélgica;

1923 Primeiro Congresso Internacional do Cancer, em
Estrasburgo;

Segunda Inicio do uso de substancias quimicas para o tratamento do

Guerra cancer,

Mundial

(1939-1945)

*Construido com base em Teixeira & Fonseca (2007).

A preocupacdo com o problema do cancer pareceu se amplificar ainda mais em
todo o mundo, no periodo que se estendeu entre as duas guerras mundiais. Nessa
época, os dados estatisticos epidemioldgicos coletados em diversos paises indicavam
extensdes da doenca ainda maiores do que se imaginava, com tendéncias a se
elevarem mais ainda a medida que a expectativa de vida populacional se elevasse com
a implantacdo de melhores condi¢cfes de vida (DE VITA, 2012).

As terapias de combate ao cancer até entdo desenvolvidas mostravam certa
eficacia. Os processos cirargicos tinham maiores taxas de sucesso na retirada de
tumores malignos em diversos 6rgdos internos e a radioterapia era cada vez mais
utilizada. No entanto, a percentagem de cura dos diversos tipos de cancer ainda era
bastante baixa. O uso de substancias quimioterapicas surgiu em meados do século XX
como uma promissora estratégia que mudaria esse panorama (DE VITA, 2012).

Nesse contexto, de cada vez maior ampliacdo de conhecimentos sobre a doenca
e de possibilidades restritas de tratamento, o cancer progressivamente passou a ser

motivo de atencdo dos Estados, das instituicdes de pesquisa e dos médicos em geral,
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cada vez mais confrontados com um mal que parecia tomar o lugar das grandes pragas
do passado, que se mostravam em vias de controle pela medicina (TEIXEIRA, et al.,
2012).

2.3.2. Epidemiologia

Atualmente, o céncer ainda é uma doenca grave e complexa que aflige a
humanidade, ndo fazendo distingdo de classe social, credo religioso ou etnia-raca.
Segundo dados estatisticos fornecidos pela OMS, o niumero de novos casos de cancer
no mundo, em 2008, foi de 12,7 milhdes. Desse total, 7,6 milhbes de pessoas vieram a
Obito (OMS, 2013).

A OMS informa ainda que 70% das mortes ocasionadas por essa patologia
ocorrem em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, e projeta que 13,1
milhdes de pessoas poderdo morrer de algum tipo de cancer até 2030. Tal projecéo
indica que haver4 um constante aumento no nidmero de mortes ao longo dos anos
(OMS, 2013).

No caso do Brasil, o prognéstico também ndo € animador, pois segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), ha uma expectativa que a enfermidade alcancara
a cifra de mais de 500 mil novos casos ja nesse ano, sendo considerado um grave
problema de saude publica (INCA, 2013).

2.3.3. Quimioterapia do Cancer

A quimioterapia consiste no tratamento de pacientes com cancer por meio do
uso de agentes quimicos isolados ou em combinacéo. Esta estratégia terapéutica é
uma das principais atualmente utilizadas, sendo que ela também pode ser empregada
junto com outros métodos de forma adjuvante, quando usada apds tratamento cirargico
ou radioterapico curativo; ou previamente a uma remogao cirurgica, geralmente para
reduzir a massa tumoral minimizando a quantidade de lesGes durante a cirurgia
(COSTA-LOTUFO, 2010).

Seu uso apresenta maior eficacia no combate a tumores que estdo no estagio
inicial da formacdo. Dessa maneira, a quimioterapia pode ser empregada com fim

curativo, buscando o exterminio do céncer, ou paliativo, quando se busca um controle
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parcial da doenca e a melhoria da qualidade de vida do paciente. Neste caso, ambas
as finalidades de uso convergem para uma melhora da sobrevida do paciente (HASIMA
& AGGARWAL, 2012; MA & WANG, 2009).

Historicamente o uso de substancias quimicas para o tratamento do cancer teve
seu inicio na Segunda Guerra Mundial a partir da observacdo de que muitos soldados
expostos ao gas mostarda morreram por atrofia de glandulas linfaticas e problemas na
medula 6ssea. Dessa observagdo se passou a investigar a atividade das substancias
contra e a favor do cancer (TEIXEIRA & FONSECA, 2007).

Em 1950 foram identificados os primeiros antibioticos com atividade antitumoral.
Depois disso varios cientistas se debrucaram na busca de produtos que pudessem ser
usados no combate ao céancer, mostrando-se rapido o desenvolvimento da
quimioterapia antineoplasica (COSTA-LOTUFO, 2010).

Mesmo diante do extenso desenvolvimento cientifico-tecnolégico obtido nos
altimos seéculos, fruto do esforco de grandes centros de pesquisa e do interesse
financeiro das induastrias farmacéuticas, ainda estdo associados a quimioterapia
antineoplésica efeitos colaterais e adversos intensos, os quais ndo s6 afetam a
gualidade de vida dos pacientes como também trazem repercussdes diretas para o
contexto socio-familiar (ANJOS, 2010).

O arsenal quimioterapico disponivel para o tratamento do céncer apresenta
varios problemas quanto a especificidade, agindo também em células normais, e
potencialidade, apresentando cifras ainda consideradas pequenas de cura total, livre de
rescisdes. Além desses fatores, o desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas é
um elemento agravante e jaA com certa frequéncia de casos na terapéutica do cancer
(SHUKLA et al., 2012).

A busca por novas moléculas com propriedade antitumorais é de grande
relevancia tendo em vista a urgéncia de melhorias no cendrio quimioterapico atual.
Deve-se também intensificar a busca de novos farmacos potentes, especificos para as
células neoplasicas e com reduzido ou nulo indice de efeitos colaterais. O que se
mostra também como uma valiosa e promissora estratégia € o0 investimento em
matrizes que modulem o sistema imunoldgico, haja vista que o cancer esta diretamente

ligado a imunidade.
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2.3.4. Correlacao entre o Sistema Imunolégico e o Cancer

A ideia de que o sistema imunolégico poderia controlar o surgimento e
progressdo de células neoplasicas foi inicialmente proposto em 1909 por Paul Ehrlich,
0 que levou a esta questdo a intenso debate cientifico. Porém, o reduzido
conhecimento dos componentes essenciais do sistema imune, na época, impossibilitou
a comprovacao desta ideia. Cerca de 50 anos mais tarde foi desenvolvida por Burnet a
hipétese da imunovilancia, a qual atribuia ao sistema imune adaptativo a
responsabilidade de prevencdo de tumores em organismos imunocompetentes.
Entretanto, tal hipétese foi refutada por estudos subsequentes que ndo conseguiram
comprovar tal funcédo, apds avaliar camundongos imunodeficientes dos componentes
adaptativos, mas nao dos inatos, e perceber a mesma susceptibilidade em comparacéao
com o grupo imunocompetente (CAVALLO et al., 2011).

Somente na década de 1990, em estudos com camundongos geneticamente
modificados para apresentar deficiéncia de fatores de transcricdo necessarios para o
desenvolvimento de células do sistema imunoldgico, foi possivel observar uma maior
susceptibilidade de componentes essenciais da imunidade adquirida (CAVALLO et al.,
2011; WU et al., 2006).

A partir destes estudos, constatou-se que o0 sistema imune também pode
influenciar na imunogenicidade dos tumores, tendo em vista que os tecidos neoplasicos
desenvolvidos em animais imunodeficientes eram mais imunogénicos do que o0s
tumores desenvolvidos em organismos com sistema imune completo e ativo. Ou seja,
aparentemente as células neoplasicas apresentam componentes diferentes das células
comuns que levam o sistema imune a combaté-las e elimina-las. Porém, durante a
tumorigénese, algumas células tumorais perdem a imunogenicidade podendo fugir da
vigilancia imunologica e progredir para o desenvolvimento do cancer (SCHEREIBER et
al., 2011).

O conceito de imunovilancia é dividido em trés fases continuas e progressivas,
sendo estas: eliminacao (primeira), equilibrio (segunda) e evasao (terceira), as quais
foram esquematizadas na figura 08. Entretanto, esta sequencia pode ser quebrada
devido a influéncia de fatores externos tais como condicdes ambientais,

imunodeficiéncias ou envelhecimento. Em alguns casos os processos de formacéo de
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tumores pode pular a eliminacéo, entrando diretamente na fase de equilibrio ou evasao
(MENDRANO, 2013).
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Figura 08 — Representacao esquematica do processo de imunoedi¢do tumoral
(MEDRANO, 2013).

A fase de eliminagéo pode ser descrita como uma versao atualizada da hipotese
de imunovigilancia, na qual as imunidades inata e adaptativa trabalham em conjunto
para eliminar células portadoras de antigenos tumorais, precocemente antes dos
tumores serem clinicamente detectaveis. Esta eleminacdo ocorre, possivelmente,
através da liberacdo de sinais de alerta indicativos de inicio do desenvolvimento

tumoral. Esses sinais ativam células dendriticas e promovem uma resposta mediada
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por células T efetoras CD4+ e CD8+. Outro possivel mecanismo é mediado pela
expressdo de ligantes da célula NK. O sucesso desse processo implica na
permanéncia do hospedeiro livre de tumores. Entretanto, se uma variante rara de
células tumorais ndo é eliminada, esta pode proliferar e entrar na fase de equilibrio
(VESELY et al., 2011).

No equilibrio, o crescimento tumoral é combatido, principalmente, por
mecanismos imunes adaptativos. Células e citocinas do sistema imune entram em
acdo constante para manter o tumor em um estado de dorméncia podendo durar até
grandes periodos nesta fase. Nesta etapa, aparentemente os componentes do sistema
imunologico inato ndo desempenham um papel fundamental. E nesta fase também,
devido a uma constante pressao seletiva do sistema imune e a instabilidade genética,
variantes tumorais menos imunogénicas podem surgir. Estas sdo capazes de
ultrapassar as barreiras imunoldgicas ndo sendo mais reconhecidas pelo sistema
imune, resistindo aos mecanismos antitumorais ou induzir um ambiente altamente
imunossupressor e dessa maneira, o tumor foge do controle imunolégico entra na fase
de evaséo e as células emergem para causar a doenca em si (VESELY et al., 2011).

O cancer pode escapar do controle imunologico por diversos mecanismos. Entre
0s principais, no nivel das células tumorais, alteracdes genéticas podem levar a perda
de antigenos imunogénicos, resisténcia aumentada a citotoxicidade mediada por
células T e expressao reduzida de proteinas de MHC I. O resultado final dessas
alteracbes é a selecdo de variantes pouco imunogénicas que podem se tornar
invisiveis ao sistema imune. Os tumores também podem escapar pelo estabelecimento
de um ambiente fortemente imunossupressor. Este estado € adquirido pela secrecao
de citocinas supressoras e pelo recrutamento de células, tais como, células T
reguladoras (SCHREIBER et al., 2011).

2.5. Talidomida

A talidomida (1) foi produzida e langada como um sedativo em 1957 por Chemie-
Grunenthal. Esta foi comercializada como muito segura e desprovida de efeitos
indejados e rapidamente se tornou um farmaco milagroso entre 1957 e 1961 no
tratamento de uma gama de condi¢des, em particular o enjoo da manha (MOQOS et al.,
2003).
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A talidomida (1) foi comercializada em 46 paises, sob diferentes nomes (por
exemplo, Distaval no Reino Unido e na Australia, Isomin no Japdo, Contergan na
Alemanha, e Softenon na Europa). No entanto, logo ap6s a sua liberacdo foram
relatados casos de surgimento de neuropatia periférica em adulto que fizeram o uso
deste farmaco (o que impediu o0 seu licenciamento e liberacdo geral nos EUA), bem
como estar por trds da ocorréncia de um alto e repentino aumento de defeitos
congénitos raros denominados de focomelia, que tem como principal caracteristica
marcante a auséncia ou encurtamento das partes proximais dos membros
(VARGESSON, 2013).

ApoOs investigacdo, as mutacBes observadas nas criancas foram associadas ao
uso da talidomida no periodo da gestacdo. Este fato levou a retirada a sua retirada de
uso, em novembro de 1961. Ainda se percebeu o nascimento de bebes talidomida,
como ficaram conhecidos os filhos de gestantes que usaram este farmaco na gravidez,
ao longo de 1962, mas o numero de criancas afetadas diminuiu drasticamente apds a
suspenc¢ao do uso. No total, mais de 10 mil criangcas nasceram com graves danos em
todo o mundo (VARGESSON, 2013).

A talidomida nao foi licenciada para uso nos EUA entre 1957 e 1961. O Dr.
Frances Kelsey, um médico que trabalhava para o FDA, teve preocupacfes sobre a
seguranca da droga. Ele ndo achava seguro liberar seu uso diante da neuropatia
periférica que tinha sido experimentada e relatada em alguns doentes, na Europa, a
seguir a exposicao a talidomida. O Dr. Kelsey, sem duvida, impediu uma epidemia de
defeitos em recém-nascidos induzida pelo uso de talidomida no EUA (RICE, 2007).

Ainda ha duavidas sobre os testes realizados com a talidomida antes de ser
comercializada em 1957, se os ensaios foram suficientemente rigorosos, bem como se
o desastre era evitavel (RICE, 2007).

Apods o desastre da talidomida, nova legislacéo foi introduzida em todo o mundo,
mudando as normas para a introducdo de novos farmacos na terapéutica. Estes
precisam ser rigorosamente testados e sua aprovacao documentada para poderem ser
utilizados em humanos, especialmente mulheres gravidas (LIMA et al., 2001).

Em 1965, a talidomida (1) revelou ser muito eficaz na redugéo das lesfes a lepra
e ao eritema nodoso hansémico, uma complicacdo da lepra envolvendo a infeccéo
cronica da pele e dos nervos causada pelo Mycobacterium leprae. Esta descoberta fez

a talidomida (1) ressurgir como um farmaco promissor sendo novamente estudada em
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detalhe para fins clinicos. Foram gerados relatérios vinculando a este farmaco como
tendo acbes anti-inflamatérias e ser eficaz para o tratamento clinico da lepra, do
eritema nodoso hansémico e outras patologias inflamatorias. Além disso, os estudos
indicaram a talidomida com propriedade antiangiogénica e potencialmente util para o
tratamento do cancer (BARABOSA, 2009).

Hoje, a talidomida é licenciada em todo o mundo (incluindo os EUA desde 1998)
para o tratamento da lepra e mieloma mdultiplo. Este farmaco e seus analogos séo
também usados para tratar uma ampla série de outras condi¢des, incluindo no sistema
gastrointestinal (por exemplo, doenca de Behcet, doenca de Crohn), reumatologicas
(ldpus, artrite e sarcoidose), e canceres (por exemplo, renal, de prostata e sarcoma de
Kaposi) (VARGESSON, 2013).

2.5.1. Mecanismos de acao da Talidomida

E comprovada por diversos trabalhos as propriedades antitumorais atribuidas a
talidomida (1). No entanto, os possiveis mecanismos de acdo deste farmaco nédo estao
completamente elucidados. Sdo bem relatadas as propriedades de modular a resposta
imune e a inibicdo do processo angiogénico, associado a formacao de tumores, 0 que
amplia bastante a abrangéncia terapéutica deste composto pra uso na terapéutica do
cancer (COELHO, 2010).

No intuito de estabelecer a forma em que a talidomida age nos processos
neoplasicos, sdo propostos diversos mecanismos que podem ser exemplificados na
figura 09, tendo como exemplo o mieloma multiplo. As vias propostas para o tratamento
do cancer com a talidomida (1), exemplificadas na figura séo: inibicdo da angiogénese,
aumento da ativacao de linfdcitos, reducdo da adesao das células tumorais ao estroma
da medula 6ssea e modulacdo da citocinas produzidas nos processos inflamatorios e
carcinogénicos (TNF-a e IL-6) (BARBOSA, 2009).
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Figura 09 — Mecanismo de agdo proposto para o tratamento do cancer com a
talidomida, sendo exemplificado na ilustragdo o mieloma multiplo (BARBOSA, 2009).

2.6. Analogos Estruturais da Talidomida (Ftalimidas)

A estrutura quimica da talidomida (1) consiste em dois nucleos heterociclicos
conectados, sendo estes duas imidas ciclicas denominadas de ftalimida e glutarimida
(Figura 10). Um dos carbonos do anel glutarimida se apresenta como um centro
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estereogénico, fornecendo duas formas enantibmeras em uma mistura racémica deste
composto (CAVALCANTI, 2010).

NH

o o]

Ftalimida \_Glutarimida /

Figura 10 — Nucleos heterociclicos constituintes da talidomida.

Segundo Pessoa et al. (2010), entre as drogas anticancer e imunomoduladoras
que participam de ensaios clinicos, a maioria sdo analogos da talidomida (1) como a
pomalidona (ACTIMID CC-4047) (7) e a lenalidomida (Revlimid, CC-5013) (8) (Figura

11). Para eles também a ftalimida é um fragmento farmacoférico essencial.
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Figura 11 — Analogos da talidomida em ensaios clinicos para terapia antitumoral.

Baseando-se em dados de relacdo estrutura-atividade da literatura, pode-se
afirmar que a propriedade imunomoduladora da talidomida (1) esta relacionada ao
grupamento ftalimida sendo a modulacdo do TNF-a a mais pronunciada (MACHADO et
al., 2005; LIMA et al. 2006).

Este heterociclo € bastante promissor para o desenvolvimento de drogas para o
tratamento do cancer. Além de estar presente na lista do National Health Institute (NHI,
USA) como uma das 40 estruturas farmacoféricas mais promissoras para o

desenvolvimento de farmacos antitumorais e imunomodulatérios (GOMES, 2012).
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Diante desta perspectiva promissora, o planejamento e a obtencdo de moléculas
gue contenham o anel ftalimidico em sua estrutura quimica mostra-se bastante

vantajoso para a obtencao de farmacos antitumorais.
2.7. Tiazbis

O ndcleo heterociclico 1,3-tiazol pode ser encontrado como subunidade
constituinte de diversas moléculas biologicamente ativas naturais e/ou sintéticas. Essa
classe de compostos apresenta amplo espectro de atividades bioldgicas, tais como
anticancer, antibacteriana, anti-inflamatéria, imunomoduladora, anti-hipertensiva,
anticonvulsivante e antidepressiva (MESHRAM et al., 2012; BONDOCK et al., 2007).
Como exemplo, podemos citar o sulfatiazol (9), um importante farmaco antimicrobiano,
as epotilonas A e B (10), potentes agentes antitumorais de origem natural, e o retonavir
(11) (Norvir®) que consiste em um dos componentes do coquetel de combate ao virus

HIV (SOUZA et al., 2005). As estruturas destes exemplos estdo representadas na

figura 12.
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Figura 12 — Farmacos que apresentam nucleo tiazol em suas estruturas (SOUZA, et
al., 2005).
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Quanto as propriedades farmacolégicas antitumorais, sdo encontrados diversos
trabalhos que comprovam este aspecto atribuido a moléculas que apresentam este
nacleo. Também é descrita importancia farmacoférica que esta unidade possui para a
acao de diversos agentes antitumorais descritos na literatura como os representados
na figura 13 (HASSAN et al., 2012).
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Figura 13 — Tia-netropsina e alguns agentes tiazois antitumorais descritos na literatura.

Muitos anélogos 2,4-dissubstituidos do 1,3-tiazol foram sintetizados e suas
propriedades antitumorais testadas. Em varios trabalhos consultados, séo relatados
diversos compostos que possuem promissora atividade citostatica contra numerosas
linhagens celulares tumorais (LEFRANC et al., 2013; HASSAN et al., 2012; FALLAH-
TAFTI et al., 2011; ALIABADI et al, 2010).
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Aliabadi et al, (2010) ao sintetizaram uma série de compostos contendo o
heterociclo 1,3-tiazol em suas estruturas, constataram um potente farmaco (16) com
atividades antiproliferativas frente a linhagens de cancer de pulméo, colorretal e célon

com Clsg inferior a 10 ug/mL (Figura 14).

(8]
N N
S HN

(16)

Figura 14 — Derivado do tiazol com potente atividade antitumoral.

Fallah-Tafti et al, (2011) sintetizaram e determinaram atividade antitumoral, in
vitro, de compostos derivados do tiazol, em linhagens de células de carcinoma de célon
humano, de pulméo e leucemia. Vale destacar que um dos compostos avaliados (17)
chegou a inibir 64 - 71% da viabilidade das células na dosagem de 50 ug/mL (Figura
15).

Figura 15 — Derivado do tiazol com potente atividade antitumoral.

Hassan, et al, (2012), sintetizaram derivados 2-(amino substituidos)-4-fenil-1,3-
tiazois. A atividade antitumoral destes compostos foi avaliada in vitro frente a uma
ampla gama de linhagens cancerigenas e foram identificados prot6tipos a farmacos
(compostos 18 e 19) nove vezes mais potentes que a droga antitumoral 5-fluorouracil

(padrao positivo usado nos experimentos) (Figura 16).
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Figura 16 — Derivados 2-(amino substituidos)-4-fenil-1,3-tiazol com potente atividade
antitumoral.

Eles (HASSAN, et al. 2012) avaliaram também a importancia dos substituintes
presentes no anel aromatico ligado na posicdo C4 do 1,3-tiazol, onde foram
desenvolvidas variagbes de grupos ativadores e desativadores dos elétrons
aromaticos.

Lefranc et al, (2013) sintetizaram e testaram compostos tiazolicos, frente a seis
linhagens de células de canceres humanos. Alguns destes apresentaram atividade
citostatica 10 vezes mais potente que o padrdo alcool perilico, um composto com

conhecida atividade antitumoral (Figura 17).
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Figura 17 — Derivados do tiazol com potente atividade antitumoral.

Diante destes dados, os tiaz0is surgem como uma classe de compostos
bastante promissora para o desenvolvimento de farmacos antitumorais. Apresentam

também amplo espectro de atividades bioldgicas, dentre as quais destaca-se a potente
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acao citotoxica frente a diferentes tipos de tumores tais como carcinoma de pulmao,

adenocarcinoma de célon, glioblastoma, melanoma, cancer de prostata e leucemia.
3. OBJETIVOS

Frente a necessidade da descoberta de novos possiveis farmacos eficazes para o

tratamento do cancer foram estabelecidos 0s seguinte objetivos:
3.1. Objetivo Geral

Identificar inéditos compostos derivados ftalil-tiazois e avaliar suas propriedades

antitumorais e imunomodulatérias in-vitro.
3.2. Objetivos Especificos

e Efetuar, através do planejamento estrutural, a sintese e a purificacdo de uma
série inédita de ftalil-tiazois (As 1-14);

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas — ponto de fuséo, R — e elucidagao
estrutural de todos os compostos através de técnicas de Infravermelho (IV),
Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H - RMN) e Carbono (*3C - RMN)
e Analise Elementar;

e Estabelecer a citotoxicidade frente a células normais de mamiferos;

e Avaliar a citotoxicidade frente a diferentes linhagens de celular neoplasicas;

e Determinar a Clsp do composto mais ativo frente as células tumorais;

e Avaliar as concentractes de producéo de citocinas IFN-y e IL-10.



45

4. MATERIAL E METODOS

O procedimentos e recursos que foram utilizados para o desenvolvimento deste

trabalho séo descritos a seguir.

4.1. Monitoramento das reacdes

As reacgOes foram acompanhadas utilizando placas de cromatografia em camada
delgada (CCD) de Silica Gel 60 contendo indicador fluorescente Fys4 de 0,25 mm de
espessura. A leitura das mesmas foi realizada através de radiacdo de ultravioleta (UV)

no comprimento de onda (A) de 254 nm.

4.2. Banho de ultrassom

As reacdes de obtencdo dos compostos da série As 01-14 foram todas
mediadas pela irradiacdo no ultrassom usando modelo Uniqgue EM-804 TGR em
frequéncia de 40 KHz (180 W). Estes processos foram efetuados a temperatura

ambiente.

4.3. Pontos de fusédo

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de
Thomas Hoover (FISATOM 430 D) e os valores ndo foram posteriormente corrigidos.
No entanto estes indicaram que os produtos se fundiram sem aparente decomposic¢ao

da amostra.

4.4. Analises Espectroscopicas

Para todos os compostos sintetizados, foram feitas analises de RMN de *H e *3C
e quando necessario, anélises bidimensionais como, DEPT. Os espectros de RMN *H e
13¢C foram adquiridos em instrumentos Varian modelo Unity Plus (400 MHz para *H; 100
MHz para *3C) ou Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para o **C). Os

deslocamentos quimicos (8) foram reportados em ppm, utilizando tetrametilsilano
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(TMS) como padréo interna. As constantes de acoplamento foram indicadas em Hertz
(Hz), e as multiplicidades dos sinais foram designadas da seguinte forma: s — singleto,
d — dubleto, dd — duplo dubleto, t — tripleto, q — quarteto, m — multipleto. Os espectros
de IV foram obtidos em espectrofotometro BRUKER IFS-66, em discos de KBr. As
micro-analises para C, N, H, e S foram realizadas em um analisador Carlos Erba
(modelo EA 1110).

4.5. Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a obtencédo dos compostos da série As 01-14
fazem parte da infraestrutura do LpQM. A seguir estes foram listados:

e Vidrarias em geral,

e Placa de agitacao e aquecimento (FISATOM 752A);

e Balanca semi-analitica (BEL MARK 220);

e Capela com exaustao;

e Dessecador;

e Estufa (NOVA TECNICA NT 802);

e Bomba a vacuo (MICRONAL BA525S);

e Evaporador rotativo (FISATON 802);

e Freezer de armazenamento;

e Espéatulas e pin¢cas metélicas.

4.6. Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados na sintese foram adquiridos da Acros Organics, Fluka,
Vetec ou Sigma-Aldrich, enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou
Dinamica. Os solventes deuterados (DMSO-dg) foram da marca CIL (Tédia Brazil).

A seguir encontra-se uma lista dos reagentes e solventes utilizados:

e tiossemicarbazida; e Metanol e DMF;

e o-halo- e Etanol; e DMAP;
acetofenonas; e Isopropanol; e Propanona;

e Hexano; e DMSO

e Acetato de etila; e DMSO-dg;
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4.7. Protocolos da Avaliagcdo Farmacologica

4.7.1. Avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais

A atividade citotéxica foi realizada através do método do MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (ALLEY et al., 1988; MOSMANN,
1983).

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram HEp-2 (carcinoma de
laringe humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano)
mantidas em meio de cultura DMEM, HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7
(cancer de mama humana) mantidas em meio de cultura RPMI. Os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de solucéo de antibidtico (penicilina
e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera umida
enriquecida com 5% de CO,,

As células HEp-2, NCI-H292 e MCF-7 (1,0 x 10° células/mL) e HL-60 (3,0 x 10°
células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24 horas. Em
seguida as amostras dissolvidas em DMSO (1%) ou tampéao foram adicionadas aos
pocos em concentracdo final de 25 pg/mL. Apo6s 72 h de reincubacédo foi adicionado 25
pL de MTT (5 mg/mL). Apés 3 h de incubacédo, o meio de cultura com o MTT foram
aspirados e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi medida em
um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

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

calculada no programa GraphPad Prism 5.0.

4.7.2. Avaliacao da citotoxicidade em células de mamiferos

Para a determinacdo da citotoxicidade em esplendcitos, camundongos albinos
da linhagem BALB/c (fémeas entre 6-8 semanas) foram fornecidos pelo biotério do
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM, Recife, Brasil). Os animais foram
mantidos em gaiolas esterilizadas, e receberam alimentacdo e agua a vontade. Os

experimentos foram aprovados pelos comités de ética da FIOCRUZ.


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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4.7.3. Obtencéo de células esplénicas de camundongos isogénicos

Células esplénicas foram obtidas de acordo com Pereira et al. (2005). Apés
eutanasia do animal utilizando CO,, o baco de cada camundongo foi removido em
condi¢cBes asseépticas e, em fluxo vertical, macerado em placa de Petri contendo meio
de cultura RPMI. As suspensdes celulares obtidas foram centrifugadas a 4°C, durante 5
minutos. Apos descarte do sobrenadante, adicionou-se agua destilada ao sedimento
promovendo lise das hemacias. Apdés o periodo de 5 minutos, o sobrenadante foi
coletado e centrifugou-se novamente a 4°C, 200 x g por cinco minutos. O sedimento
(contendo as células esplénicas) foi ressuspenso em meio RPMI 1640 e uma aliquota
de cada suspenséo celular removida, diluida 1:10 em azul de trypan e quantificada em

camara de Neubauer para se verificar as células viaveis.

4.7.4. Ensaio de citotoxicidade dos compostos em células esplénicas

Células esplénicas (6,0 x 10° células/poco) obtidas anteriormente foram
cultivadas em placas de 96 pocos de fundo plano, contendo meio de cultura RPMI com
10% de soro fetal bovino. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas
com o0s compostos em sete diferentes concentragdes (faixa de 200 a 0,1 pg/mL) e com
1 uM de timidina tritiada/poco durante 72 h em estufa de CO, a 37°C. Em paralelo,
foram feitos controles com células tratadas com saponina (0,05%) (controle positivo),
com células tratadas com DMSO (0,05%) (controle branco), substancias com
reconhecida atividade t6xica e um controle sem tratamento. Ap6s 72 h de incubacdo,
as células foram coletadas em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captacéo de
timidina tritiada foi determinada através do contador beta de cintilagcdo. O percentual de
citotoxicidade foi determinado comparando-se a percentagem de incorporacdo de
timidina tritiada nos pog¢os com as drogas em relacdo aos pogos nao tratados.
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4.7.5. Avaliacéo da Clsp do composto mais promissor

O produto (0,39 — 25 pg/mL) que apresentou inibicdo maior que 75% em trés
linhagens de células tumorais foi submetido a determinacédo da concentracdo que inibe
50% do crescimento em relacdo ao controle negativo (Clsp). A doxorrubicina (0,009 —
1,25 pg/mL) foi utilizada como padrdo. A Clsp e 0s respectivos intervalos de confianga

(IC 95%) calculados a partir da regressao néo linear no programa GraphPad Prism 5.0.

4.7.6. Ensaios imunoldgicos

O baco de camundongos BALB/c (8 semanas) foi retirado apds eutanasia por
deslocamento cervical. As suspensfes de células foram preparadas em meio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com HEPES (10 mM), 2-mercaptoetanol (0,05
mM), 216 mg de L-glutamina/L de gentamicina (50 mg/L) e 5% de soro fetal bovino
(Sigma-Aldrich). As células do baco foram cultivadas a uma concentragéo final de
6x10° (72 h) células/mL em placas de 24 pocos de cultura de tecidos (Costar
Cambridge, MA, EUA) e, subsequentemente, na presenca dos compostos As-int e da
série As 01-14 mais Concanavalina A (Con A) (5 pug/mL). Os sobrenadantes foram
colhidos ap6s 72 h e dosados quanto ao teor das citocinas IL-10 e IFN-y. As citocinas
foram medidas usando dois anticorpos especificos de ELISA, utilizando os seguintes
anticorpos monoclonais: para IL-10, C252-2A5 e biotinilado SXC-1, para IFN-y, XMG
1.2 e biotinilado AN18. A ligacdo dos anticorpos biotinilados foi detectada usando um
conjugado de estreptavidina-peroxidase (Sigma-Aldrich) e uma solucdo de ABTS (acido
2,2'-azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico); Sigma) em tampédo de citrato 0,1 M
mais H,O,. As placas foram lidas (405 nm) em um sistema automatizado para a leitura
de ELISA. As amostras foram quantificadas por compara¢do com as curvas padréo de
citocinas recombinantes purificadas (rIL-10 ou rIFN-y), com a deteccéo resultante limite

de 0,31 ng/mL para IL-10 e 1,25 ng/mL para IFN-y.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estao descritos os resultados, bem como as influéncias destes, para se

chegar as conclusdes deste estudo.
5.1. Planejamento Estrutural

Hoje sdo encontrados varios candidatos a farmacos anticancer e
imunomodulatérios interessantes para o desenvolvimento de estudos clinicos. Boa
parte desses sdo analogos da talidomida. Levando em consideracdo estudos de
relacdo estrutura atividade em analogos e metabolitos deste farmaco constatou-se que
o heterociclo ftalimida € um grupamento farmacoférico essencial para as atividades
atribuidas a essa classe de compostos (Pessoa, et al., 2010; Hashimoto, 2008).

Conforme demonstrado anteriormente, as ftalimidas constituem uma classe de
moléculas que apresenta relevantes propriedades antitumorais, imunomodulatérias e
antiangiogénicas. Com base na literatura, objetivando obter farmacos com atividade
antitumoral, sendo estes potentes e destituidos de efeitos indesejados, nosso grupo de
pesquisa sintetizou e identificou moléculas com tais caracteristicas dentre as quais
podemos destacar a molécula com estrutura representada na figura 18 (Pessoa, et al.,
2010).

S

AN

(22) N NH2

O
Figura 18 — Composto com propriedades antitumorais sintetizado pelo LpQM.

As propriedades antitumorais do composto (22) acima representado envolvem,
em parte, a inibicdo da secregdo de citocinas, tais como o TNF-a e IL-2, porém sem
comprometer a secrecao da IL-10. Como resultado diminui a inflamacéo, reduzindo
assim o dano tecidual provocado pela proliferacdo de células tumorais (Pessoa, et al.,
2010).
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Nosso grupo de pesquisa também constatou que este protétipo possui
propriedade antiangiogénica, in vivo, com propriedades inibitérias similares ao
observado com a talidomida (1).

Por outro lado, nota-se também um crescente numero de protétipos a farmacos
antitumorais que possuem como subunidade o heterociclo 1,3-tiazol sendo relatada
esta caracteristica em diversos trabalhos (LEFRANC et al., 2013; HASSAN et al., 2012;
FALLAH-TAFTI et al., 2011; ALIABADI et al, 2010; DE SOUZA et al., 2005).

Conhecendo as propriedades atribuidas ao composto 22, planejou-se uma série
de moléculas (As 01-14) estruturalmente semelhantes a 22, utilizando a ferramenta do

bioisosterismo (Figura 19).
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NH
N —RNH
(22) ©
R Bioisosterismo
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Q

Figura 19 — Bioisosterismo entre o composto identificado pelo LpQM e 0s novos
derivados ftalil-tiazois.

Eles avaliaram também a importancia dos substituintes presentes no anel
aromatico ligado na posicdo C4 do tiazol, em que foram desenvolvidas variacdes de
grupos ativadores e desativadores dos elétrons aromaticos. Além de afirmarem ser
essencial a substituicdo 2,4 do anel tiazol para propagacdo da atividade constatada
(HASSAN et al., 2012).

Frente a estes dados e tendo em vista que os compostos identificados por nosso
grupo ainda apresentam atividade inferior aos farmacos antitumorais em uso na

terapéutica, desenvolveu-se uma série de inéditos compostos partindo da hibridacao
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molecular entre os anéis heterociclicos ftalimida e 1,3-tiazol (Figura 20). Os anéis estao
conectados por um nitrogénio aminico localizado na posi¢do C2 do tiazol, sendo este
também substituido em C4, conforme estrutura de outros farmacos com atividade
antitumoral descritos (EL-MESSERY et al., 2012, HASSAN et al., 2012).

Hibridacao Molecular o™
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Figura 20 — Planejamento dos novos derivados ftalil-tiazois.

O planejamento da série possibilitou estudar o efeito eletrénico de substituintes
localizados nas posicbes C4 e C5 do anel tiazolico. Partindo da fenila como anel
aromatico de referéncia, diversos substituintes no anel fenilico foram inseridos (mono-
e bi-substituicdes nas posi¢cdOes orto, meta e para). Na tabela 02 estdo esquematizados

todos os compostos obtidos.



Tabela 02 — Série de novos derivados ftalil-tiazois (As 01-14).
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Uma vez que o planejamento estrutural foi estabelecido, procedeu-se a sintese e

a purificacdo dos compostos para posterior avaliagdo farmacoldgica.
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5.2. Sintese dos Compostos

Para obtencédo dos inéditos derivados ftalil-tiazois seguiram-se as rotas sintéticas

e procedimentos de elucidacao estrutural descritos a seguir.
5.2.1. Sintese do Composto Intermediario

Na obtencdo da série de compostos ftalil-tiazois (As 01-14) obteve-se
primeiramente a molécula 22 que a partir daqui serd denominada composto
intermediario (As-int). Este foi sintetizado partindo da condensacdo entre o anidrido
ftalico (23) com a tiossemicarbazida (24) (Figura 21). Estes reagentes foram adquiridos

de fontes comerciais.

o} 0 s
s >.__MHz
0 4 HN J-L — —NH
"""H NH,
(23) (24) o (2

Anid !'ida.'} Tiossemicarbazida Composto
Ftalico Intermediario
(As-int)

Figura 21 — Reacdo de obtencédo do composto As-int.

O mecanismo proposto para a reacdo desenvolvida para obter o intermediario
As-int, envolve a adicdo do par de elétrons ndo ligante do nitrogénio da amina mais
distante da tiocarbonila da tiossemecarbazida (24) ao carbono carbonilico do anidrido
ftalico (23) (Figura 19). Neste processo, ocorre o rompimento da ligacdo n C=0 e a
formacao do intermediario tetraédrico (25). O restabelecimento desta ligacao = resulta
no rompimento da ligagdo ¢ C-O, com relaxamento da tensdo angular. A restauragéo
do anel de cinco membros tensionado é endergbnica, justificando a energia térmica
fornecida ao sistema durante a etapa lenta da rea¢do. No entanto, essa restauracdo sé
€ possivel porque o nitrogénio da ligacdo amida formada ainda contém um par de
elétrons néo ligante, com geometria e distancia adequadas para a realizacdo de um
segundo ataque nucleofilico ao 4&tomo de carbono carbonilico (sp?) do &cido carboxilico

(28), conduzindo a novo intermediario tetraédrico (29). Por fim, h& restauracdo da
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ligacdo =, eliminacdo de uma molécula de agua e formacdo do composto As-int (22),

conforme esquema ilustrado na figura 22 (BARBOSA, 2009)
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Figura 22 — Mecanismo de reacao proposto para se obter o composto As-int.

O intermediario da rota de sintese foi preparado sob refluxo e aquecimento,
usando como solvente N,N-di-metilformamida (DMF) e o catalizador di-metil-amino-
piridina (DMAP). O produto obtido, apds encerrada a reac¢ao, foi precipitado com adicéo
de agua destilada e para a purificacdo dissolveu-se o produto em propanona com
posterior filtracdo, obtendo-se um sélido cristalino branco. O composto As-int foi

caracterizado por técnicas espectrométricas (IV, RMN de 'H e *°C).
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A figura 23 consiste no espetro de IV obtido pela analise do As-int onde
constata-se as principais bandas de absorcdo. A banda na frequéncia de 3475.39 cm™
sugere a presenca de grupamento NH,. A banda em 3201.18 cm™ é indicativo de
deformacao axial NH. E na frequéncia de 1727.56 cm™ é caracterizado estiramentos de

C=0 de imida ciclica, indicando a provavel ocorréncia da reacdo com formacao da
ftalimida.
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Figura 23 — Espectro de IV do composto intermediario As-int.
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A figura 24 apresenta o espectro de RMN 'H do As-int. Os hidrogénios
aromaticos estdo localizados no multipleto localizado em 7.9 ppm. Os dois singletos
localizados em 8.2 e 8.3 ppm sé&o referentes aos dois hidrogénios da amina primaria
(NH2) que estdo em ambientes quimicos diferentes. Este fenbmeno é caracteristico de
tiossemicarbazidas ndo substituidas nesta posicdo. Por ultimo observa-se o singleto

integrando para um hidrogénio referente a amina secundaria (NH).
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Figura 24 — Espectro de RMN — *H do composto intermediario As-int.
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Na figura 25 esta representado o espectro de RMN **C do As-int. Com auxilio do
espetro de DEPT identificam-se 0s sinais em 123.527 e 134.921 ppm como referentes
aos carbonos aromaticos ligados a um hidrogénio (carbonos metinicos). Ja o sinal em
130.010 ppm é referente aos carbonos quaternarios do anel aromatico. Os carbonos
carbonilicos (C=0) ressoaram em 165.142 ppm (C=0). Finalizando esta analise
identifica-se o sinal em 182.476 ppm advindo da ressonancia do carbono tiocarbonilico
(C=S).
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Figura 25 — Espectro de RMN — *3C do composto intermediario As-int.

5.2.2. Sintese da Série de Derivados Ftalil-Tiazois

Para a obtencdo de compostos derivados tiazolicos, geralmente, segue-se o
protocolo desenvolvido por Hantzsch em 1887, no qual reagem tioamidas e uma a-
halo-cetona-substituida (SOUSA et al.,, 2005). Nesta metodologia as reacbes sao
desenvolvidas em agitagdo magnética sob refluxo. Esta rota é de facil execucéo,
apresentando bons rendimentos, além de mostrar-se compativel para o preparo de
inlmeros compostos.

No entanto 0 nosso grupo otimizou o protocolo de Hantzsch e partindo também

dos relatos de Zang et al (2012) a ciclizagdo dos tiazois foi conduzida em um banho de
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ultrassom (40 MHz, 60 min), com 2-propanol como solvente, a temperatura ambiente
(OLIVEIRA FILHO, 2013). Esta mudanca das condigbes reacionais tornou o
procedimento mais rapido e com rendimentos semelhantes aos do método descrito por
Hantzsch. As a-halo-cetofenonas utilizadas foram adquiridas de fontes comerciais
(Figura 26).
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Figura 26 — Reacao de obtencao dos novos ftalil-tiazois.

O mecanismo proposto para as reacdes desenvolvidas na obtencdo da série As
01-14 consiste no ataque nucleofilico, dos elétrons nédo ligantes do enxofre do
composto As-int, ao carbono ligado ao halogénio da a-halo-cetona (31). Posteriormente
ocorre um rearranjo eletrénico da estrutura formada, apés perda do hidrogénio ligado
ao nitrogénio. Em seguida, ocorre um ataque nucleofilico do nitrogénio ao carbono da
carbonila. Esta etapa é finalizada com perda de uma molécula de agua e o carbono
vizinho perde um hidrogénio. Como resultado, ocorre a formacdo de uma ligacdo =

entre carbonos e ciclizagao do anel (Figura 27) (GOMES, 2012).
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Figura 27 — Mecanismo de rea¢ao genérico proposto para se obter os compostos da
série As 01-14.

As estruturas dos derivados ftalil-tiazéis (As 01-14) foram confirmadas por IV e
RMN (1H, 13C e DEPT quando necessario). A anélise dos espectros de RMN de 'H e
13C dos compostos permitiu evidenciar os sinais referentes ao metino localizado na
posicdo C5 no anel tiazdlico, sinal diagndstico para esta classe de compostos
heterociclicos. Na RMN de **C, o carbono referente a este metino é de facil localizacao,
tendo 6 = 101-117 ppm.

As figuras 28, 29 e 30 correspondem, respectivamente, aos espetros de 1V, RMN
'H e RMN *3C do composto As-01. Exemplificando os demais espectros da série As 01-
14.
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Através da andlise espectroscopica na regido do infravermelho foi possivel
constatar as principais bandas de absorcéo (Figura 28). A frequéncia de 3119.15 cm™
sugere a deformacdo axial N-H. E em 1743.24 e 1794.59 cm™ sdo caracterizados

estiramentos de C=0 de imida ciclica.
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Figura 28 — Exemplo de Espectro de IV da série de ftalil-tiazéis (As-01).
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A figura 29 apresenta o espectro de RMN *H onde foi constatada a presenca de
um singleto em 4.539 ppm, integrando para dois hidrogénios, referente ao grupo
metileno da molécula. Em 7.028 ppm, observamos um singleto integrando para um
hidrogénio da posicdo C5 do nucleo tiazol. Nos sinais entre 7.931-7.996 ppm,
observamos um multipleto integrando para quatro hidrogénios aromaticos do anel
ftalimida. E por fim, em 10.541 ppm, observamos um singleto largo integrando para um

hidrogénio, correspondendo ao hidrogénio da amina secundéria.

7.931-7.996ppm 7.028ppm 4.539ppm
(m, 4H, Ar) (s, 1H, tiazol) (s, 2H, CH;)

10.541ppm !
(s. 1H, NH) (i

11 10 9 8 7 6 5 B 3 2 1 ppxm

. .01 4.7

Figura 29 — Exemplo de Espectro de RMN — *H da série de ftalil-tiaz6is (As-01).
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A figura 30 corresponde ao espetro de RMN **C no qual, com auxilio da analise
do espetro DEPT, observa-se: em 41.126 ppm o sinal correspondente os carbono
metilénico; em 109.764 ppm o sinal de um carbono metinico que confirma a formacgé&o
do anel tiazol; em 123.860 ppm e 135.401 ppm estdo os sinais referentes aos metinos
aromaticos; em 129.360 ppm o pico indicativo dos carbonos quaternarios do anel
ftalimida; ja em 147.127 ppm o carbono quaternario do anel tiazol; em 165.560 ppm o
sinal das carbonilas (C=0); e por fim em 168.271 ppm o pico referente ao carbono do

tiazol que esté ligado ao enxofre e ao nitrogénio (S-C=N).

s/\>_/C|
N )\
~n z
CH 12EEE
Ar P
(o] (Ar) (“ ) Y R
c 32
CH CH; = 1
C=0 -
(An (Tiazol) 13
: c = N
- = (Tiazol) B :
S-C=N 3 %
"iE X i - | X8 .J.

180 160 140 120 100 80 60 40 20 pp=

Figura 30 — Exemplo de Espectro de RMN — **C da série de ftalil-tiaz6is (As-01).

Uma caracteristica estrutural importante do tiazbis consiste na posicdo da
ligagdo dupla envolvendo o carbono C2 deste heterociclo. Dependendo do
tautomerismo imino-lactama, a ligacao dupla envolvendo o carbono C2 do anel tiazélico

presente nos compostos (As 01-14) pode ser endociclica ou exociclica (Figura 31).



64

Cl Cl
As-01 —— ——
Formal

S N S N
F ~~H
(0] 8] |
N N
N/ "-.H N -~
As-01
Forma ll
(0] (0]

Figura 31 — Forma tautoméricas do composto As-01.

Buscando-se a determinacdo inequivoca da posicdo desta ligacdo, tentou-se
obter cristais do composto As-01 apropriados para a andlise por difracdo de raios-X,
porém né&o obtive-se sucesso.

No entanto, Pessoa et al. (2010) compararam o0s tautdbmeros do composto (36)
derivado da 4-tiazolinona e calcularam que a forma com a dupla ligacao exociclica 36b
€ 16,86 kJ/mol mais estavel que 36a (Figura 32). Considerando que as 4-tiazolinonas
sdo bioisésteros dos 1,3-tiazbis e a semelhanca estrutural percebida entre 36 e os
compostos da série As 01-14, pode-se estimar uma grande probabilidade de a forma

mais estavel também ser a que apresenta dupla ligacéo exociclica (ex. As 01 Forma lI).

(o)

w A

S /N S N‘H
0 \I/ 0 Y
N/N\H N/N
36a
0 (o)

0.0 kdJ mol- -16.86 kJ mol-*
Figura 32 — Estabilidade dos tautdmeros de um bioisdstero a série As 01-14.
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5.2.3. Metodologia Sintética e Dados Espectroscopicos

1-(1,3-dioxoisoindolin-2-itioureia (As-int)

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 20 mmol (2,96 g) de anidrido ftalico, 20 mmol
(1,82 g) de tiossemicarbazida, 0,2 g de DMAP e aproximadamente 10 mL de DMF. Os
reagentes solidos foram previamente triturados antes da pesagem. A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo magnética em refluxo (aproximadamente 100°C) durante 2
horas. ApOs finalizada a reacdo, adicionou-se agua, ocorrendo a formacdo de um
precipitado branco que foi filtrado em funil sinterizado. O produto foi solubilizado em
propanona, sendo filtrada a impureza insolivel em funil sinterizado. O produto foi

rotaevaporado e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais brancos; PF: 210-211°C; Rend.: 2,79 ¢
(58%); Ry: 0.63 (Acetato de etila / Hexano 7:3).

PM (CsH7N30,S): 221,24 g/mol.

Anélise Elementar para CyH;N30,S: Tedrico: C, 48.86; H, 3.19; N, 18.99; S, 14.49.
Calculado: C, 49.37; H, 3.28; N, 18.58; S, 14.34.

IV (KBr), principais sinais: & 3475.39 (NH>), 3201.18 (NH), 1727.56 (C=0) cm™.
RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 7.9 (m, 4H, Ar), 8.2 (s,1H, NH,), 8.3 (s, 1H, NH,), 9.7
(s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 123.527 (C-H, Ar), 130.010 (C, Ar),
134.921 (C-H, Ar), 165.142 (C=0), 182.476 (C=S).
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2-(4-(clorometil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-01)
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Figura 33 — Estrutura do composto As-01.
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Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,29 g) de 1,3-dicloro-acetona e
aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a temperatura
ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado 2,26 mmol (0,5
g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura
ambiente por 2 horas. Apés finalizada a reacéo, o precipitado formado foi filtrado em

funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais brancos; PF: 207-208°C; Rend.: 0.40 g
(50%); Ry: 0.53 (Hexano / Acetato de etila 1:1).

PM (C12H80|N3028): 293,73 g/mol

Analise Elementar para C1,HgCIN3O,S: Tedrico: C, 49.07; H, 2.75; N, 14.31; S, 10.92.
Calculado: C, 44.50; H, 2.81; N, 13.34; S, 10.43.

IV (KBr), principais sinais: 3119.15 (NH), 1743.24 (C=0) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): &4.539 (s, 2H, CH,), 7.028 (s, 1H, tiazol), 7.931-
7.996 (M, 4H, Ar), 10.541 (s, 1H, NH).

RMN de °C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 41.126 (CHj), 109.764 (C-H, tiazol),
123.860 (C-H, Ar), 129.360 (C, Ar), 135.401 (C-H, Ar), 147.127 (C, tiazol), 165.560
(C=0), 168.271 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-feniltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-02)
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Figura 34 — Estrutura do composto As-02.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,45 g) de 2-bromo-acetofenona e
aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a temperatura
ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado 2,26 mmol (0,5
g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura
ambiente por 2 horas. Apés finalizada a reacéo, o precipitado formado foi filtrado em

funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 194-196°C; Rend.: 0.62
g (65%); Ry 0.60 (Hexano / Acetato de etila 1:1)

PM (C17H11N3028): 321,35 g/mOI

Analise Elementar para C;7H11N30,S: Tedrico: C, 63.54; H, 3.45; N, 13.08; S, 9.98.
Calculado: C, 62.08; H, 3.41; N, 12.98; S, 9.71.

IV (KBr), principais sinais: 3123.66 (NH), 1742.23 (C=0) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 7.231-7.268 (t, 1H, Ar), 7.313-7.331 (t, 2H, Ar),
7.376 (s, 1H, tiazol), 7.689 e 7.708 (d, 2H, Ar), 7.949-8.023 (m, 4H, Ar), 10.652 (s, 1H,
NH).

RMN de C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 104.769 (C-H, tiazol), 123.814 (C-H, Ar),
125.541 (C-H, Ar), 127.710 (C-H, Ar), 128.570 (C-H, Ar), 129.321 (C, Ar), 133.983 (C,
Ar), 135.370 (C-H, Ar), 149.915 (C, tiazol), 165.498 (C=0), 167.582 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-p-toluiltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-03)
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Figura 35 — Estrutura do composto As-03.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,48 g) de 2-bromo-4’-metil-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos finalizada a reacéo, o precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 214-216°C; Rend.: 0.36
g (837%); Ry. 0.65 (Hexano / Acetato de etila 1:1).

PM (C18H13N3025): 335,38 g/mol

Analise Elementar para CigH13N30,S: Teodrico: C, 64.46; H, 3.91; N, 12.53; S, 9.56.
Calculado: C, 63.17; H, 3.81; N, 12.18; S, 9.17.

IV (KBr), principais sinais: 3117.64 (NH), 1738.51 (C=0) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & 2.263 (s, 3H, CHa), 7.128 e 7.145 (d, 2H, Ar),
7.297 (s, 1H, tiazol), 7.580 e 7.597 (d, 2H, Ar), 7.970-8.003 (m, 4H, Ar), 10.405 (s, 1H,
NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 20.803 (CHs), 103.862 (C-H, tiazol),
123.86 (C-H, Ar), 125.518 (CH, Ar), 129.166 (C-H, Ar), 129.336 (C, Ar), 131.389 (C, Ar),
135.416 (C, Ar), 137.050 (C, Ar), 150.171 (C, tiazol), 165.560 (C=0), 167.543 (S-C=N,
tiazol).
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2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-04)

0

ST\ 0/
N"“H)\N

H

0

Figura 36 — Estrutura do composto As-04.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,5 g) de 2-bromo-metoxi-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos finalizada a reacédo, o precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 215-218°C; Rend.: 0.72
g (72%); Ry. 0.53 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C18H13N3035): 351,38 g/mol

Anélise Elementar para CigH13N3O3S: Tedrico: C, 61.53; H, 3.73; N, 11.96; S, 9.13.
Calculado: C, 58.88; H, 3.87; N, 11.38; S, 8.77.

IV (KBr), principais sinais: 3232.68 (NH), 1748.64 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.025 (s, 3H, CHs), 6.876 e 6.905 (d, 2H, Ar),
7.203 (s, 1H, tiazol), 7.601 e 7.630 (d, 2H, Ar), 7.942 — 8.022 (m, 4H, Ar), 10.723 (s, 1H,
NH).

RMN de '3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 25.528 (CHs), 102.721 (C-H, tiazol),
114.007 (C-H, Ar), 123.897 (CH, Ar), 126.705 (C, Ar), 127.010 (C-H, Ar), 129.383 (C,
Ar), 135.416 (C-H, Ar), 149.490 (C, tiazol), 158.576 (C-O, Ar), 165.576 (C=0), 167.621
(S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-fluorfenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-05)

0

NH""H N

H

0

Figura 37 — Estrutura do composto As-05.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,39 g) de 2-cloro-4’-fluor-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 4 horas. Apos finalizada a reacéo, o precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 210°C; Rend.: 0.45 g (51%);
Rf: 0.53 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C17H10FN3028): 339,34 g/mol

Analise Elementar para C;7H;0FN3O,S: Tedrico: C, 60.17; H, 2.97; N, 12.38; S, 9.45.
Calculado: C, 60.32; H, 3.02; N, 12.32; S, 9.58.

IV (KBr), principais sinais: 3130.14 (NH), 1743.63 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 7.146 e 7.190 (d, 2H, Ar), 7.366 (s, 1H, tiazol),
7.715 e 7.750 (d, 2H, Ar), 7.952-8.025 (m, 4H, Ar), 10.424 (s, 1H, NH).

RMN de '3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 5 104.583 (CH, tiazol), 115.364 (CH, Ar),
115.584 (CH, Ar), 123.853 (CH, Ar), 127.532 (CH, Ar), 129.321 (C, Ar), 135.401 (CH,
Ar), 160.433 (C, tiazol), 162.865 (C-F, Ar), 165.481 (C=0), 167.628 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-06)
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Figura 38 — Estrutura do composto As-06.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,53 g) de 2-bromo-4’-cloro-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos finalizada a reacao, o precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 217-218°C; Rend.: 0.64
g (62%); Ry. 0.53 (Hexano / Acetato de etila 1:1).

PM (C17H10C|N3025): 355,80 g/mol

Anélise Elementar para C17H10CIN3O,S: Tedrico: C, 57.39; H, 2.83; N, 11.81; S, 9.01.
Calculado: C, 57.55; H, 2.96; N, 11.62; S, 9.03.

IV (KBr), principais sinais: 3119.79 (NH), 1739.00 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 7.384 e 7.460 (d, 2H, Ar), 7.404 (s, 1H, tiazol),
7.650 e 7.663 (d, 2H, Ar). 7.969 e 8.004 (m, 4H, Ar), 10.461 (s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 105.713 (C-H, tiazol), 123.907 (C-H, Ar),
127.284 (C-H, Ar), 128.670 (C-H, Ar), 129.336 (C, Ar), 132.171 (C, Ar), 132.899 (C, Ar),
135.439 (C-Cl, Ar), 148.854 (C, tiazol), 165.506 (C=0), 167.721 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-07)
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Figura 39 — Estrutura do composto As-07.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,63 g) de 2,4’-dibromo-acetofenona
e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a temperatura
ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado 2,26 mmol (0,5
g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura
ambiente por 2 horas. ApGs finalizada a reacédo, o precipitado formado foi filtrado em

funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 220-221°C; Rend.: 0.63
g (55%); Ry. 0.68 (Hexano / Acetato de etila 1:1).

PM (C17HloBrN3028): 400,25 g/mol

Anélise Elementar para C17H10BrN3O,S: Tedrico: C, 51.01; H, 2.52; N, 10.50; S, 8.01.
Calculado: C, 51.15; H, 2.58; N, 11.62; S, 9.03.

IV (KBr), principais sinais: 3117.68 (NH), 1739.19 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & 7.473 (s, 1H, tiazol), 7.52 e 7.541 (d, 2H, Ar), 7.64
e 7.66 (d, 2H, Ar), 7.913-8.006 (m, 4H, Ar), 10.455 (s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 105.791 (C-H, Tiazol), 120.786 (C-H,
Ar), 123.891 (C-H, Ar), 127.570 (C-H, Ar), 129.321 (C, Ar), 131.567 (C, Ar), 135.424 (C-
Br, Ar), 148.885 (C, tiazol), 165.483 (C=0), 167.721 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-08)
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Figura 40 — Estrutura do composto As-08.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,55 g) de 2-bromo-4’-nitro-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos finalizada a reacao, o precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 239-240 °C; Rend.: 0.43 ¢
(41%); Ry: 0.45 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C17H10N404S): 366,35 g/mol

Anélise Elementar para Ci17H10N4O4S: Tedrico: C, 55.73; H, 2.75; N, 15.29; S, 8,75.
Calculado: C, 54.40; H, 2.87; N, 15.23; S, 9.11.

IV (KBr), principais sinais: 3309.85 (NH), 1724.82 (C=0) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 5 7.773 (s, 1H, tiazol), 7.950-7.98 (m, 4H, Ar), 8.010
e 8.032 (d, 2H, Ar), 8.196 e 8.218 (d, 2H, Ar), 10.543 (s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 109.625 (C-H, tiazol), 123.899 (C-H, Ar),
124.116 (C-H, Ar), 126.416 (C-H, Ar), 129.305 (C-N, Ar), 135.416 (C-H, Ar), 139.955
(C, Ar), 146.329 (C, Ar), 147.948 (C, tiazol), 165.382 (C=0), 168.047 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(bifenil-4-ihtiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-09)
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Figura 41 — Estrutura do composto As-09.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,62 g) de 2-bromo-4’-fenil-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apds finalizada a reacgédo, o precipitado formado foi
filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 240-241°C; Rend.: 0.52
g (46%); Ry. 0.65 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C23H15N3025): 397,45 g/mol

Anélise Elementar para C,3Hi5sN3O,S: Tedrico: C, 69.50; H, 3.80; N, 10.57; S, 8.07.
Calculado: C, 66.81; H, 3.98; N, 10.48; S, 7.95.

IV (KBr), principais sinais: 3324.67 (NH), 1660.10 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 7.354 (s, 1H, tiazol), 7.450 — 7.500 (t, 1H, Ar), 7.
579 — 7.679 (m, 4H, Ar), 7.705 — 7.734 (d, 2H, Ar), 7.765 — 7.871 (m, 4H, Ar), 7.941 —
7.970 (d, 2H, Ar), 10.648 (s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 103.408 (C-H, tiazol), 126.514 (C-H, Ar),
126.850 (C-H, Ar), 127.483 (C-H, Ar), 127.987 (C-H, Ar), 128.986 (C-H, Ar), 130.078
(C-H, Ar), 131.535 (C-H, Ar), 133.878 (C, Ar), 136.137 (C-H, Ar), 138.998 (C, Ar),
139.693 (C, Ar), 150.208 (C, tiazol), 167.591 (C=0), 168.285 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-10)

(o]
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Figura 42 — Estrutura do composto As-10.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,56 g) de 2-bromo-2’-acetonaftona
e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a temperatura
ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado 2,26 mmol (0,5
g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura
ambiente por 2 horas. ApGs finalizada a reacédo, o precipitado formado foi filtrado em
funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo. O produto

foi recristalizado em etanol a quente.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 225-227 °C; Rend.:
0.50 g (47%); Rs: 0.50 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C21H13N3028): 371,41 g/mol

Anélise Elementar para C,1H13N3O,S: Tedrico: C, 67.91; H, 3.53; N, 11.31; S, 8.63.
Calculado: C, 64.89; H, 3.48; N, 11.45; S, 8.26.

IV (KBr), principais sinais: 3169.87 (NH), 1743.89 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 7.474 (t, 2H, Ar), 7.533 (s, 1H, tiazol), 7.854 e
7.883 (d, 4H, Ar), 7.990-8.077 (m, 4H, Ar), 8.226 (s, 1H, Ar), 10.479 (s, 1H, NH).

RMN de C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 105.504 (C-H, tiazol), 123.891 (C-H, Ar),
124.178 (C-H, Ar), 126.091 (C-H, Ar), 126.447 (C-H, Ar), 127.144 (C-H, Ar), 127.555
(C-H, Ar), 128.074 (C-H, Ar), 128.151 (C-H, Ar), 129.344 (C, Ar), 131.513 (C, Ar),
132.458 (C, Ar), 132.969 (C, Ar), 135.432 (CH, Ar), 150.062 (C, tiazol), 165.576 (C=0),
167.961 (S-C=N, tiazol).



76

2-(4-(3-nitrofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-11)

0
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Figura 43 — Estrutura do composto As-11.

NO,

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,55 g) de 2-bromo-3’nitro-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos finalizada a reacéo, o precipitado formado foi

filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 206-207°C; Rend.: 0.46
g (44%); Ry. 0.55 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (C17H10N404S): 366,35 g/mOI

Analise Elementar para C;7H;0N4O4S: Teorico: C, 55.73; H, 2.75; N, 15.29; S, 8.75.
Calculado: C, 53.04; H, 2.88; N, 15.49; S, 8.90.

IV (KBr), principais sinais: 3287.35 (NH), 1732.47 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): § 7.624 — 7.672 (t, 1H, Ar), 7.726 (s, 1H, tiazol),
7.957 - 8.041 (m, 4H, Ar), 8.093 — 8.174 (m, 2H, Ar), 8.484 (s, 1H, Ar) 10.362 (s, 1H,
NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 107.658 (C-H, tiazol), 119.944 (C-H, Ar),
122.279 (C-H, Ar), 123.919 (C-H, Ar), 129.330 (C-N, Ar), 130.306 (C-H, Ar), 131.703
(C-H, Ar), 135.480 (C-H, Ar), 147.674 (C, Ar), 148.224 (C, tiazol), 165.515 (C=0),
168.155 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-12)
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Figura 44 — Estrutura do composto As-12.

Em um bal&do de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,61 g) de 2-bromo-3’,4’-dicloro-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 2 horas. Apos finalizada a reacéo, o precipitado formado foi
filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 205-207 °C; Rend.:
0.64 g (57%); Rs: 0.53 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (CﬂHgClzNgOzS): 390,24 g/mol

Anélise Elementar para C17HoCIoN3O,S: Tedrico: C, 52.32; H, 2.32; N, 10.77; S, 8.22.
Calculado: C, 51.19; H, 2.43; N, 11.04; S, 8.58.

IV (KBr), principais sinais: 3337.03 (NH), 1742.53 (C=0) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 7.524 (s, 1H, tiazol), 7.624 (s, 1H, Ar), 7.674 e 7.681
(d, 1H, Ar), 7.939 e 7.945 (d, 1H, Ar), 7.962 — 8.047 (m, 4H, Ar), 10.510 (s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 107.084 (C-H, tiazol), 123.860 (C-H, Ar),
127.075 (C-H, Ar), 129.290 (C-CI, Ar), 129.491 (C-H, Ar), 130.885 (C-Cl, Ar), 131.358
(C, Ar), 134.549 (C-H, Ar), 135.408 (C, Ar), 136.036 (C-H, Ar), 147.886 (C, tiazol),
165.421 (C=0), 167.876 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(2,4-diclorofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-13)
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Figura 45 — Estrutura do composto As-13.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,51 g) de 2,2'.4’-tricloro-
acetofenona e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado
2,26 mmol (0,5 g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 4 horas. Apoés finalizada a reacédo, o precipitado formado foi
filtrado em funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais incolores; PF: 224-226°C; Rend.: 0.46 g
(46%); Ry: 0.55 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (CﬂHgClzNgOzS): 390,24 g/mol

Anélise Elementar para C17HoCIoN3O,S: Tedrico: C, 52.32; H, 2.32; N, 10.77; S, 8.22.
Calculado: C, 52.25; H, 2.26; N, 10.50; S, 7.91.

IV (KBr), principais sinais: 3130.90 (NH), 1741.75 (C=0) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 7.401 e 7.419 (d, 1H, Ar), 7.446 (s, 1H, tiazol), 7.627
(s, 1H, Ar), 7.644 e 7.665 (d, 1H, Ar). 7.952 e 7.988 (m, 4H, Ar), 10.456 (s, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 110.446 (C-H, tiazol), 123.822 (C-H, Ar),
127.524 (C-H, Ar), 129.336 (C-Cl, Ar), 129.731 (C-H, Ar), 131.513 (C-Cl, Ar), 131.544
(C, Ar), 132.109 (C-H, Ar), 132.698(C, Ar), 135.362 (C-H, Ar), 145.353 (C, tiazol),
165.444 (C=0), 166.668 (S-C=N, tiazol).
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2-(4-(4-bromofenil)-5metiltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (As-14)
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Figura 46 — Estrutura do composto As-14.

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 2,26 mmol (0,55 g) de 2,4’-dibromo-propilfenona
e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a temperatura
ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em seguida foi adicionado 2,26 mmol (0,5
g) do composto As-int. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura
ambiente por 2 horas. Apés finalizada a reacéo, o precipitado formado foi filtrado em

funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 235-236°C; Rend.: 0.42 g
(36%); Rf: 0.60 (Hexano / Acetato de etila 6:4).

PM (ClngzBrNgozs): 414,28 g/mol

Analise Elementar para C1gH12BrN3O,S: Tedrico: C, 52.19; H, 2.92; N, 10.14; S, 7.74.
Calculado: C, 51.75; H, 3.00; N, 9.93; S, 7.58.

IV (KBr), principais sinais: 3188.90 (NH), 1745.97 (C=0) cm™

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.364 (s, 3H, CHs), 7.400 e 7.421 (d, 2H, Ar),
7.538 e 7.558 (d, 2H, Ar), 7.928-7.995 (m, 4H, Ar), 10.227 e 10.229 (s, 1H, NH).

RMN de *3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 12.136 (CHs), 119.322 (C-H, tiazol),
120.398 (C, Ar), 123.775 (C-H, Ar), 129.321 (C, Ar), 129.832 (C-H, Ar), 131.242 (C-H,
Ar), 133.697 (C-Br, Ar), 135.331 (C-H, Ar), 143.982 (C, tiazol), 163.523 (C=0), 165.498
(S-C=N, tiazol).
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5.3. Avaliacdo Farmacologica

Os compostos derivados ftalil-tiazois da série As 01-14 foram avaliados, in vitro,
guanto as propriedades antitumorais frente a linhagens celulares de diferentes tipos de
cancer. Nesses ensaios, foram determinados, em triplicatas, os percentuais de inibicao
das células neoplasicas. A concentracdo de cada composto avaliado foi de 25 pg/mL.
Os valores obtidos foram comparados com o do farmaco de referéncia doxorrubicina.
Também foi avaliada a citotoxicidade dos compostos em células de mamiferos,
utilizando esplendcitos de camundongos. Por fim, foi determinada a Clsp para o

composto que se mostrou mais promissor diante dos resultados primeiramente obtidos.

5.3.1. Carcinoma Mucoepidermoide de Pulmdo Humano (NCI-H292)

Na tabela 03 estdo representados o0s percentuais de inibicho para os
experimentos realizados com a linhagem NCI-H292.

Os produtos As-09 (64,60%) e As-10 (57,17%) mostraram maiores poténcia na
inibicdo das células de carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano. Estes
apresentam grupamentos volumosos ligados em C4 no anel tiazol.

Uma caracteristica relevante na atividade citotdéxica explorada em células da
linhagem NCI-H292 é a presenca de anel aromatico na posicdo C4 do tiazol. Uma vez
gue o composto As-01 (7,06%), o Unico que ndo apresenta substituinte aromético no
anel tiazélico, mostrou poténcia inferior a todos os demais derivados do tiazol.

Neste modelo experimental ndo foi estatisticamente percebida influéncia da
presenca da metila na posicdo C5 do tiazol, tendo em vista que os compostos As-07
(38,38%) e As-14 (34,60%) apresentaram potenciais de inibicdo semelhantes.

Para o modelo experimental aqui avaliado nao foi encontrada inibicdo maior que

75% para nenhum dos compostos da série As 01-14.
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Tabela 03 — Avaliacao in vitro do potencial inibitorio da série de ftalil-tiazois (As 01-14)

sobre células de carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano (NCI-H292).

Composto R/R’ NCI-H292 (%)
0
S
N‘HN)\
o)
As-int - 0.95
As-01 CH.CI/H 7.06
As-02 Ph/H 22.94
As-03 4-CH3; Ph/H 26.88
As-04 4-OCH3 Ph/H 47.41
As-05 4-FPh/H 21.34
As-06 4-CIPh/H 11.43
As-07 4-Br Ph/H 38.38
As-08 4-NO,Ph/H 53.19
As-09 PhPh/H 64.60
As-10 2-Naf / H 57.17
As-11 3-NO,; Ph/H 36.78
As-12 3,4-diCIPh/H 33.67
As-13 2,4-diCI Ph/H 56.20
As-14 4-Br Ph / CH3 34.60
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5.3.2. Carcinoma de Laringe Humana (HEp-2)

Na tabela 04 estdo expostos os valores referentes ao indice de inibicdo das

células da linhagem HEp-2.

Tabela 04 — Avaliacao in vitro do potencial inibitorio da série de ftalil-tiazois (As 01-14)
sobre células de carcinoma de laringe humano (HEp-2).

Composto R/R’ HEp-2 (%)
R
0
S
H
o
As-int - 10.14
As-01 CH.CI/H 19.89
As-02 Ph/H 15.82
As-03 4-CH3; Ph/H 33.92
As-04 4-OCH3 Ph/H 32.81
As-05 4-F Ph/H 37.85
As-06 4-CIPh/H 31.91
As-07 4-Br Ph/H 39.51
As-08 4-NO,Ph/H 55.59
As-09 Ph Ph/H 89.42
As-10 2-Naf / H 52.80
As-11 3-NO,; Ph/H 42.31
As-12 3,4-diCIPh/H 76.14
As-13 2,4-diCI Ph/ H 73.86
As-14 4-Br Ph / CH3 64.98

Ao comparar os tiazois substituidos com anel fenilico na posicao C4, percebe-se
gue as substituicbes no anel aromatico foram benéficas para a atividade frente a esta
linhagem de células. O composto As-02 (15,82%), que € o derivado ndo substituido,

mostrou-se menos ativo em relacdo aos demais.
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Para este modelo a presenca da metila na posicdo C5 do tiazol foi benéfica
tendo em vista que o composto As-14 (64,98%) revelou-se bem mais potente que o
composto As-07 (39,51%).

O composto As-09 (89,42%) apresentou maior poder de inibicdo frente a

linhagem de células oriundas de carcinoma de laringe humana.

5.3.3. Cancer de Mama Humano (MCF-7)

Os percentuais de inibicdo das células da linhagem MCF-7 de cancer de mama

estao representados na tabela 05.

Tabela 05 — Avaliacao in vitro do potencial inibitério da série de ftalil-tiazbis (As 01-14)
sobre células de cancer de mama humano (MCF-7).

Composto R/R’ MCF-7 (%)
Rl
0
-
\ R
‘\N u
o)
As-int - 17.38
As-01 CH.CI/H 0.00
As-02 Ph/H 46.63
As-03 4-CH3z; Ph/H 52.46
As-04 4-OCHs; Ph/H 65.29
As-05 4-FPh/H 33.79
As-06 4-CIPh/H 47.63
As-07 4-Br Ph/H 56.71
As-08 4-NO, Ph/H 55.42
As-09 PhPh/H 76.67
As-10 2-Naf / H 31.13
As-11 3-NO,; Ph/H 71.92
As-12 3,4-diClI Ph / H 27.38
As-13 2,4-diCI Ph/ H 58.33

As-14 4-Br Ph/ CHs 56.50
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Para este modelo experimental, a presenca da metila na posicdo C5 do anel
tiazolico foi desprovida de alteracdo significativa para a atividade e inibicdo das células,
tendo em vista que os compostos As-07 (56,71%) e As-14 (56,50%) provocaram
indices inibitorios bem semelhantes.

Frente a esta linhagem de células, o composto As-09 (76,67%) mostrou-se ser 0
mais ativo. Este apresenta o substituinte volumoso em C4, no entanto esta
caracteristica ndo se mostra relevante ja que o composto As-10 (31,13%), que também
€ provido de um substituinte volumoso (2-naftil) em C4, mostrou-se como um dos
menos potente quando comparados os derivados 4-aril-1,3-tiazol.

Avaliando a presenca de halogénios substituintes no anel aroméatico dos
derivados 4-aril-1,3-tiazol notamos que neste modelo existiu uma tendéncia para o
aumento da atividade biol6gica em estudo, pois quanto maior o raio atbmico do atomo
nos compostos para-substituidos com F, Cl e Br — As-05 (33,79%), As-06 (47,63%) e
As-07 (56,71%), respectivamente — mais potente a inibicdo. Ja ao se analisar a
insercéo de outro halogénio nas demais posi¢cdes da fenila, constataram-se diferentes
perfil nos composto di-clorados, pois uma melhora da atividade biologica foi notada no
composto também substituidos em orto — As-13 (58,33%) — e reducdo desta pelo
composto que apresenta um halogénio em meta — As-12 (27,38%) — em relacdo ao As-

06 mono-halogenado.



5.3.4. Leucemia Promielocitica Aguda (HL-60)

85

Na tabela 06 encontram-se os valores de inibicdo das células leucémicas

tratadas com os compostos da série As 01-14.

Tabela 06 — Avaliacao in vitro do potencial inibitorio da série de ftalil-tiazois (As 01-14)

sobre células de leucemia promielocitica aguda (HL-60).

Composto R/R’ HL-60 (%)
R
0
S
H
o
As-int - 10.15
As-01 CH.CI/H 37.26
As-02 Ph/H 96.09
As-03 4-CH3; Ph/H 94.40
As-04 4-OCH3; Ph/H 92.92
As-05 4-F Ph/H 96.47
As-06 4-CIPh/H 94.95
As-07 4-Br Ph/H 94.88
As-08 4-NO,Ph/H 98.32
As-09 Ph Ph/H 83.58
As-10 2-Naf / H 97.35
As-11 3-NO,; Ph/H 95.63
As-12 3,4-diCIPh/H 92.72
As-13 2,4-diCI Ph/ H 94.95
As-14 4-Br Ph / CH3 91.09

Todos os tiazéis contendo substituintes aroméaticos na posicdo C4 do anel tiazol,

apresentaram potencial inibitério elevado frente a linhagem de leucemia ensaiada. Com

excecao do composto As-09 (que apresentou indice de inibicdo de 83,58%, sendo este

ainda considerado promissor), verificou-se inibicdo superior a 90% para todos os

compostos derivados 4-aril-1,3-tiazol.
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Ao avaliar a atividade antiproliferativa dos compostos frente as linhagem das
células estudadas, percebemos que a ciclizacdo do tiazol mostrou-se benéfica para
esta atividade, tendo em vista que o composto intermediario (As-int) apresentou
reduzido percentual de inibicdo para as quatro linhagens ensaiadas. JA os compostos
tiazOis mostraram-se mais potentes que As-int para 0os quatro modelos experimentais.

O composto As-01, sem substituinte arilico no tiazol, foi pouco ativo quanto a
inibicdo das células tumorais avaliadas, sendo esta uma indicagdo da importancia
deste tipo de substituinte para se obter maiores atividades biologicas.

A maioria dos compostos derivados 4-aril-1,3-tiazol apresentou potencial de
inibicdo acima de 75% apenas para uma linhagem de células tumorais. Neste caso, o
composto As-09 se destacou dos demais revelando atividade antitumoral, in vitro, a
cima de 75% frente a duas linhagens aderidas (HEp-2 e MCF-7) e uma em suspencao
(HL-60) e também foi o mais potente nos testes com a linhagem NCI-H292.

Na tabela 07 estdo agrupados os percentuais de inibicdo de todos 0os compostos
avaliados frente as quatros linhagens de células tumorais, propiciando melhor

comparacao e visualizacdo do potencial antineoplasico atribuido ao composto As-09.
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Tabela 07 — Avaliacao in vitro do potencial inibitorio da série de ftalil-tiazéis (As 01-14)
sobre linhagens de células tumorais.

Produto Percentual de inibicéo (%)
teste  NCI-H292 DP* HEp-2 DP  MCF-7 DP HL-60 DP
As-int 0.95 0.00 10.14 052 1738 0.00 10.15  0.00
As-01 7.06 1.75 19.89  2.44 0.00 0.00 3726 3.50
As-02 22.94 1.60 1582 166 46.63 298 96.09 0.38
As-03 26.88 0.00 3392 265 5246 3.81 9440 0.62
As-04 47.41 015 3281 339 6529 1.77 9292 0.94
As-05 21.34 204 3785 096 3379 282 9647 0.68
As-06 11.43 0.00 3191 009 4763 328 9495 0.57
As-07 38.38 0.73 3951 017 5671 225 9488 0.44
As-08 53.19 433 5559 227 5542 437 9832 0.37
As-09 64.60 1.14 89.42 128 76,67 245 8358 192
As-10 57.17 382 5280 391 3113 370 9735 0.30
As-11 36.78 058 4231 262 7192 324 9563  0.65
As-12 33.67 212 76.14 206 2738 200 9272 1.05
As-13 56.20 059 7386 231 5833 3.68 9495 0.74

As-14 34.60 1.02 64.98 1.42 56.50 2.86 91.09 0.98

*DP: Desvio Padrao.

5.3.5. Determinacdo da citotoxicidade em esplendcitos de camundongo

Um dos principais problemas apresentados pelos farmacos antitumorais
utilizados na terapéutica consiste na alta incidéncia de efeitos colaterais. Estes estédo
geralmente ligados a inespecificidade dos farmacos que atuam também nas células
normais (ANJOS, 2010). Dessa forma, a avaliacdo da citotoxicidade frente a modelos
normais de células é de suma importancia para o desenvolvimento de novos farmacos
para a introducdo na terapéutica.

Buscando estabelecer a seguranca de uso e a seletividade dos compostos (As
01-14) para células neoplasicas, avaliou-se a citotoxicidade destes em ensaios com
células normais de mamiferos. Para tal finalidade foi determinada a viabilidade celular
destes compostos sobre esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c. As

células foram incubadas na presenca dos compostos (As 01-14) por 72 horas. As
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concentracbes dos compostos foram variadas, estabelecendo assim margens
aproximadas de seguranca quanto a sua concentragdo ndo-toxica, em pg/mL.

A tabela 08 apresenta os resultados da avaliacdo da citotoxicidade in vitro sobre
esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c para os ftalil-tiazois obtidos (As 01-
14).

Tabela 08 — Avaliacao in vitro da toxicidade em células de mamiferos para a série de
ftalil-tiazois (As 01-14).

Composto R/R’ Citotoxicidade (ug/mL)®
-
o
s
N‘\N)\N\ R
H
0
As-int - <1
As-01 CH,CI/H 5
As-02 Ph/H 1
As-03 4-CHs; Ph/H 5
As-04 4-OCHsz Ph/H 5
As-05 4-FPh/H 1
As-06 4-CIPh/H <1
As-07 4-BrPh/H >1
As-08 4-NO,Ph/H 1
As-09 PhPh/H >100
As-10 2-Naf / H >100
As-11 3-NO, Ph/H >1
As-12 3,4-diClI Ph/ H >1
As-13 2,4-diClI Ph/ H 5
As-14 4-Br Ph / CH3 1

[a] Maior concentragdo atdxica (sem efeitos na viabilidade celular). Valores determinados apos 72 horas

de incubacéo na presenca dos compostos.
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O composto intermediario (As-int), que também foi avaliado, mostrou elevada
citotoxicidade para células de mamiferos, sendo toxico em concentracéo inferior a 1
pg/mL. Com excecdo do composto As-06, que também apresentou alta citotoxicidade,
todos os compostos da série As 01-14 se mostraram menos toxicos que a molécula de
partida. Isso pode ser um indicativo que a ciclizacdo com formacdo do anel tiazol é
benéfica, quanto a toxicidade.

Os compostos que apresentaram baixa citotoxicidade foram aqueles que
apresentaram substituintes mais volumosos como bi-fenil (As-09) e 2-naftil (As-10). Em
relacdo aos demais componentes da série, estes dois compostos mostraram baixa
citotoxicidade para esplenécitos de camundongos, sendo estas células viaveis até
guando cultivadas em presenca de concentracdes superiores a 100 pg/mL.

5.3.6. Determinacéao da Clsp do composto mais promissor

O composto As-09 apresentou inibicdo maior que 75% em trés das linhagens
testadas e mostrou baixa citotoxicidade para células de mamiferos. Diante destes
resultados, este produto foi elencado como o mais promissor candidato a farmaco
antitumoral da série As 01-14.

Para este composto foram determinadas as concentragdes que inibem 50% do
crescimento das linhagens HEp-2 e HL-60 em que ele mostrou potencial
antiproliferativo em relagcdo ao controle negativo (Clsg). A doxorrubicina foi utilizada

como padrao. Os resultados desta avaliagdo encontram-se na tabela 09.

Tabela 09 — Determinacao da Clso para o0 composto As-09.

Clso (Mg/mL)
Intervalo de confiancga
Linhagens HEp-2 HL-60
12,28 3,99
As-09
9,40 — 16,05 3,23 -4,92
0,31
Doxorrubicina 0,06
0,26 — 0,36 0,05 -0,07
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5.3.7. Avaliacdo imunomodulatéria dos compostos

Visando identificar um possivel mecanismo de acdo via imunomodulacéo, foi
realizado o estudo do potencial de inibicdo dos 14 derivados ftalil-tiazois As 01-14 frente
as citocinas IL-10 e IFN-y. A concentracdo de cada composto avaliado foi de 5 pg/mL.
Nas figuras 47 e 48 estédo, respectivamente, expostos os graficos referentes a producéo
das citocinas IFN-y e IL-10, em resposta a Concanavalina A (Con A) e deste mitégeno

junto com os 14 derivados estudados.

N
152
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Figura 47 — Efeito dos compostos da série As 01-14 sobre a producdo de IFN-y por
esplenécitos de camundongos Balb/c estimulados com Con A; o IFN-y, contida no
sobrenadante de células cultivadas, foi medida apdés 72 h por sanduiche ELISA e os

dados correspondem a média de valores obtidos em triplicatas.
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Figura 48 — Efeito dos compostos da série As 01-14 sobre a producédo de IL-10 por
esplenécitos de camundongos Balb/c estimulados com Con A; A IL-10, contida no
sobrenadante de células cultivadas, foi medida apds 72 h por sanduiche ELISA e os

dados correspondem a média de valores obtidos em triplicatas.

Para os compostos As-int, As-06 e As-11 ndo houve diferenca na producao de
IFN-y quando comparado a producdo de IFN-y estimulada apenas pela Con A. Os
demais compostos avaliados mostraram-se supressores sendo ainda detectada a
producdo desta citocina para os compostos As-01, As-02, As-07 e As-08. Quanto a
producdo de IL-10, essa foi inibida para os todos os compostos da série As 01-14. Do
contrario, houve producéo de IL-10 frente a presenca do composto As-int.

E sabido que a manutencdo, bem como, a melhora da imunidade é crucial para
controle do crescimento tumoral. Diante disto, nos perguntamos sobre a capacidade
dos compostos em alterar a resposta imune. Para isto, células esplénicas murinas
(linfécitos e macréfagos) foram cultivadas com Concanavalina A (mitégeno e
estimulador da resposta imune) na presenca dos compostos estudados. Foram
avaliadas duas citocinas conhecidas pelos seus efeitos antagdnicos na imunidade
celular: o IFN-y, com efeito pro-inflamatério/anti-tumoral e a IL-10, citocina
imunossupressora. Embora os resultados sejam preliminares, foi observado que todos

0s compostos inibiram a producédo de IL-10 e apenas os As-06 e As-11 nédo alteram a
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producédo de IFN-y. Enquanto para os As-03, As-04, As-05, As-09, As-10, As-12, As-13
e As-14 a producéao foi fortemente prejudicada.

A IL-10 controla a producao de IFN-y e de moléculas pro-inflamatdrias como o
oxido nitrico e TNF-a. Em nossos ensaios, este mecanismo de regulacdo negativa
parece acontecer apenas para 0s compostos As-06 e As-11. Entdo, é necessaria a
investigacdo de outras citocinas imunoregulatérias, como exemplo o TGF-B, pra
elucidar o mecanismo de diminuicdo do IFN-y. Embora a diminuicdo de IFN-y, seja
acompanhada da diminuicdo de TNF-a e NO (éxido nitrico), € possivel que estas
moléculas estejam envolvidas no efeito anti-tumoral dos compostos As-03, As-04, As-
05, As-09, As-10, As-12, As-13 e As-14. Outra hipétese é estimulacdo de mecanismos
imunes ndo convencionais, tais como a producéo de IL-17 (CANNON et al., 2011).

Embora preliminares, é preciso mencionar que o fato de prejudicar a sintese de
IL-10 aponta uma propriedade comum e de vantagem entre estes compostos, ou seja,
podem melhorar a resposta imune e evitar um microambiente prejudicial (rico em IL-10)
aos linfécitos T com favorecimento de um mecanismo anti-tumoral independente de

IFN-y.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclusdes

e Por meio do emprego de uma rota sintética simples, répida e de baixo custo
foram obtidos 14 inéditos compostos hibridos ftalil-tiazois como soélidos

cristalinos;

e Os rendimentos das reacodes variaram entre 36% e 65%;

e Os dados fisico-quimicos e espectroscopicos de IV, RMN 'H e *C e LC-MS

confirmaram as estruturas moleculares;

e A avaliacdo da citotoxicidade in vitro frente a linhagens de células tumorais
[HEp-2 (carcinoma de laringe humana), NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide
de pulmé&o humano), HL-60 (leucemia promielocitica aguda) e MCF-7 (cancer de

mama humana)] mostrou que o composto As-09 é potencialmente citotoxico;

e Todos os compostos derivados 4-aril-1,3-tiazol mostraram potencial citotdxico
superior a 80% para a linhagem de leucemia (HL-60);

e O ensaio citotéxico, in vitro, frente a esplendécitos de camundongos demonstrou
gue os compostos As-09 e As-10 ndo sdo potencialmente citotoxicas para essas

células fisiologicas de mamiferos;

e A Clsg do composto As-09 foi mensurada inferior aos apresentados no ensaio
com esplendcitos de camundongos, demonstrando assim maior seletividade da

acao citotoxica para as células tumorais;

e Da série de moléculas avaliada, foi identificado o composto As-09 como o0 mais
promissor candidato a farmaco antitumoral. Uma vez que ele se mostrou o mais
citotoxico frente a células tumorais com baixa toxicidade para células de

mamiferos;
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e Em avaliacdo preliminar do perfil imunomodulatério, a maioria dos compostos
mostraram-se supressores da producgéo de IFN-y e todos suprimiram a producao
de IL-10.

Perspectivas

e Realizar modificagbes estruturais no composto lider da série aqui estudada,

buscando aumentar a poténcia deste;

e Desenvolver ensaios de citotoxicidade frente a outras linhagens de células
leucémicas, a fim de estabelecer a seletividade dos compostos 4-aril-1,3-tiazéis

frente a este tipo de cancer;

e Investigar o perfil imunomodulatério, frente a producéo de outras citocinas e do
NO;

e Ensaiar estes compostos em modelos experimentais in vivo;

e Avaliar as caracteristicas antiangiogénicas do composto lider As-09, tendo em

vista que esta propriedade é bastante estudada para analogos da talidomida;

e Tendo em maos os resultados completos desta pesquisa, submeté-los a

publicacdo em periddicos cientificos de alto fator de impacto.
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