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Relatério Descritivo de Patente de Invencao
AGENTES BIOATIVOS, COMPOSICOES, PROCESSO DE OBTENCAO DOS
AGENTES BIOATIVOS E USOS

Campo da Invencao

[0001] A presente invencgao se refere a identificagdo e ao uso de novos agentes
bioativos com atividade antineoplasica. A presente invencdo se situa nos

campos da Medicina, Farmacia e Bioquimica.

Antecedentes da Invencao

[0002] Cancer € um conjunto de mais de 100 doengas de crescimento celular
desordenado que invadem tecidos e o6rgaos. Atualmente, sabe-se que a
ocorréncia desta patologia € alta e tem se mostrado crescente (INCA, 2017).
[0003] A resisténcia aos agentes citotdxicos, a estreita janela terapéutica, o alto
grau de heterogeneidade genémica, as baixas respostas terapéuticas, limitagéo
da indicagao e a baixa eficacia do tratamento, originam dificuldades no processo
de desenvolvimento de novos farmacos antitumorais (COSTA- LOTUFO, et
al.,2010; FERREIRA, et al., 2015). Um antineoplasico ideal seria aquele que é
mais ativo e mais seletivo em células tumorais e menos toxico em células
normais, dai a importancia dos ensaios prévios de citotoxicidade, fundamental
na descoberta de novos quimioterapicos (SANTOS, 2016).

[0004] Outro ponto importante € a ocorréncia do desenvolvimento de resisténcia
aos medicamentos, muitas vezes devido a ativacdo de vias alternativas. Nessa
visdo, o raciocinio na base de direcionamento de farmacos estd mudando
radicalmente, onde uma nova geragao de drogas anticancer, capaz de inibir mais
de uma via, provavelmente desempenhariam um papel importante (GIORDANO
& PETRELLI, 2008).

[0005] Atualmente, sabe-se que o cancer atinge um grande quantitativo
populacional e os seus respectivos tratamentos, por vezes, apresentam varios

efeitos colaterais, inviabilizando a continuidade do mesmo e ocasionando o 6bito

Petica0 870200111781, de 02/09/2020, pag. 10/45



2/28

de pacientes. Assim, € importante o investimento em pesquisas que colaborem
com este quadro, disponibilizando farmacos com menor numero de efeitos
colaterais. O antineoplasico ideal € aquele que é mais ativo e mais seletivo em
células tumorais e menos toxico em células normais, dai a importancia dos
ensaios prévios de citotoxicidade, fundamental na descoberta de novos
quimioterapicos.

[0006] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria,
foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0007] O documento intitulado “Obtengéo de novos ftalil-tiazois e avaliagdo da
atividade antitumoral e imunomodulatéria in vitro” revela o intermediario
ftalimido-tiossemicarbazida e seu processo obtencdo. Entretanto, na invengao
nao é descrito o uso de DMAP.

[0008] O documento intitulado “Planejamento estrutural, sintese e avaliagdo das
propriedades farmacologicas de inéditas tiazolil-hidrazonas derivadas da
Ftalimida e de isatina” revela o intermediario ftalimido-tiossemicarbazida e seu
processo de obtencdo. O processo diferencia-se pelo tempo de reacéo.

[0009] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invencao, de forma que a solugdo aqui proposta possui novidade e

atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invengao

[0010] Dessa forma, a presente invengao resolve os problemas do estado da
técnica a partir de novos compostos de ftalimido-tiazois-tiossemicarbazonas e
ftalimido-bis-tiazois, representando substancias de efeitos farmacologicos
ativos, com atividade antiproliferativa, seus respectivos processos de obtencéo,
e seu uso terapéutico como farmacos dotados de acdo contra linhagens de
células tumorais.

[0011] Em um primeiro objeto, a presente invencao apresenta um agente

bioativo de ftalimido-tiazéis-tiossemicarbazonas de férmula (i):
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em que R1 e R2 sdo permutados entre hidrogénio e metila.
[0012] Em um segundo objeto, a presente inveng¢ado apresenta uma composi¢cao
compreendendo o agente bioativo de ftalimido-tiazéis-tiossemicarbazonas,
conforme definido no primeiro objeto.
[0013] Em um terceiro objeto, a presente invencdo apresenta um agente de

ftalimido-bis-tiazéis de férmula (ii):
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em que R1 e Rz sdo permutados entre hidrogénio e metila e R3 é
selecionado entre o grupo que compreende: Fenil, 4-MeO-Fenil, 4-Cl-Fenil, 4-
NO2-Fenil, 4-Bifenil e 2-Naftil.

[0014] Em um quarto objeto, a presente invengédo apresenta uma composigao
compreendendo o agente bioativo de ftalimido-bis-tiazbis de férmula, conforme
definido no terceiro objeto.

[0015] Em um quinto objeto, a presente invengcédo apresenta o processo de

obtencdo dos agentes bioativos de derivados ftalimido-tiazoéis-
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tiossemicarbazonas e ftalimido-bis-tiazois, que compreende as etapas de:

(i) preparo das ftalimido-tiossemicarbazidas;

(i) preparo dos intermediarios ftalimido-5-acetil-tiazéis;

(iif) preparo dos derivados ftalimido-tiazéis-tiossemicarbazonas;

(iv) preparo dos derivados ftalimido-bis-tiazdis.
[0016] Em um sexto objeto, a presente invencao apresenta uso do agente
bioativo de ftalimido-tiazbis-tiossemicarbazonas para o preparo de
medicamentos para tratamento de cancer.
[0017] Em um sétimo objeto, a presente invengdo apresenta uso do agente
bioativo ftalimido-bis-tiazbis para o preparo de medicamentos para tratamento
de céncer.
[0018] Estes e outros objetos da invengao serao imediatamente valorizados

pelos versados na arte e serao descritos detalhadamente a seguir.

Breve Descricao das Figuras

[0019] Sao apresentadas as seguintes figuras:

[0020] A figura 1 apresenta as formulas gerais, sendo a (i) para a série dos
ftalimido-tiazois- tiossemicarbazonas, em que R1 e Rz sdo permutados entre
hidrogénio e metila, e a (ii) para a série dos ftalimidos-bis-tiazéis em que R1 e Rz
sdo permutados entre hidrogénio e metila e R3 € selecionado entre o grupo que
compreende: Fenil, 4-MeO-Fenil, 4-Cl-Fenil, 4-NO2-Fenil, 4- Bifenil e 2-Naftil.
[0021] A figura 2 mostra o esquema de reagdo de compostos intermediarios
ftalimido-tiossemicarbazidas, em que: a) tiossemicarbazida (R1= H) ou 3-metil-4-
tiossemicarbazida (R1=CHs), DMF, refluxo, 1h.

[0022] A figura 3 mostra o esquema de reagdo de compostos intermediarios
ftalimido-tiazois, em que: b) reagente deciclizagdo: 3-cloro-2,4-pentanodiona,
propanona, 1,5h, refluxo.

[0023] A figura 4 mostra o esquema de reagdo dos ftalimido-tiazodis-
tiossemicarbazonas (3a-d), em que: c) tiossemicarbazida ou 3-metil-4-

tiossemicarbazida, etanol, H2SO4. Os substituintes R1 e Rz correspondem a

Petica0 870200111781, de 02/09/2020, pag. 13/45



5/28

hidrogénio e/ou metila permutados.

[0024] A figura 5 mostra o0 esquema de reagao dos ftalimido-bis-tiazéis (4a-i),
em que: d) 2-bromo-cetonas aromaticas, isopropanol. Os substituintes R1 e R
correspondem a hidrogénio e/ou metila permutados e Rs € selecionado entre o
grupo que compreende: Fenil, 4-MeO-Fenil, 4-Cl-Fenil, 4-NO2-Fenil, 4-Bifenil e
2-Naftil.

[0025] A figura 6 mostra o esquema geral de todas as etapas de reagdes de
compostos intermediarios e finais, em que: a) tiossemicarbazida ou 3-metil-4-
tiossemicarbazida, DMF, refluxo, 1h; b) 3-cloro-2,4-pentanodiona, propanona,
1,5h, refluxo; c) tiossemicarbazida ou 3-metil-4-tiossemicarbazida, etanol,
H2SO4; d) 2-bromo-cetonas aromaticas, isopropanol. Os substituintes R1 e R2
correspondem a hidrogénio e/ou metila permutados e R3 € selecionado entre o
grupo que compreende: Fenil, 4-MeO-Fenil, 4-Cl-Fenil, 4-NO2-Fenil, 4-Bifenil e
2-Naftil.

Descricao Detalhada da Invencao

[0026] A presente invengao apresenta a identificagdo e o uso de novos agentes
bioativos com atividade antineoplasica. A presente invencdo é composta por
moléculas que possuem em sua estrutura ftalimido-tiazois-tiossemicarbazonas
ou ftalimido-bis-tiazéis, apresentam acgao antiproliferativa frente a linhagens
tumorais e se configura como potencial candidato a farmaco para a terapéutica
do cancer.

[0027] As substancias obtidas, conforme indicado na presente invencgao,
representam novos derivados hibridos dos nucleos heterociclicos ftalimida e
tiazol, onde o planejamento foi realizado para obtencdo de substituicbes na
posicao C5 do heterociclo tiazol. A série de compostos apresenta grupamentos
tiossemicarbazonas e diferentes tiazolil-hidrazonas na posicdo C5 do tiazol
ligado ao anel ftalimida. Nos compostos que possuem um segundo nucleo tiazol,
sdo encontrados substituintes aromaticos (fenil, bi-fenil e 2-naftil), em alguns

casos com presenga de grupos com diferentes caracteristicas eletrbnicas na

Petica0 870200111781, de 02/09/2020, pag. 14/45



6/28

posicao para (4-cloro, 4-nitro, 4-metoxi).

[0028] As estruturas 3a-d e 4a-i presentes nas Figuras 1, 4 e 5 surgem como
alternativas terapéuticas viaveis para o tratamento do céncer. Conforme
screening realizado para os compostos em sete linhagens tumorais, o derivado
4c se destacou por atuar em todas as linhagens testadas. Além disso, esses
compostos possuem uma baixa citotoxicidade, possibilitando uma terapéutica
com menos efeitos colaterais do que a utilizada atualmente e possui um baixo
custo de sintese.

[0029] Em um primeiro objeto, a presente invencao apresenta um agente

bioativo deftalimido-tiazois-tiossemicarbazonas de férmula (i):

O 'i‘l (8]
Na. .5

\h/ ’f B

M N=NH

em que R1 e R2 sdo permutados entre hidrogénio e metila.
[0030] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antineoplasica.
[0031] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antiproliferativa.
[0032] Em uma concretizag&o, o agente apresenta ICso = 5,8uM para a linhagem
tumoral Leucemia Linfoblastica Aguda.
[0033] Em um segundo objeto, a presente invencao apresenta uma composi¢ao
compreendendo o agente bioativo de ftalimido-tiazois-tiossemicarbazonas,
conforme definido no primeiro objeto.
[0034] Em uma concretizagcdo, a composi¢ao compreende adicionalmente um
meio de cultura apropriado para cada célula, soro fetal bovino e DMSO.
[0035] Em uma concretizagdo, a composicdo apresenta atividade
antineoplasica.

[0036] Em uma concretizagdo, a composicdo apresenta atividade

Petica0 870200111781, de 02/09/2020, pag. 15/45



7/28

antiproliferativa.
[0037] Em um terceiro objeto, a presente invengcado apresenta um agente de

ftalimido-bis-tiazéis de férmula (ii):
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em que R1 e Rz sdo permutados entre hidrogénio e metila e R3 é
selecionado entre o grupo que compreende: Fenil, 4-MeO-Fenil, 4-Cl-Fenil, 4-
NO2-Fenil, 4-Bifenil e 2-Naftil.

[0038] Em uma concretizagcéo, R1 e R2 sdo H e Rs é selecionado entre 4-Cl-Fenil
e 2-Naftil.

[0039] Em uma concretizagdo, o agente bioativo de formula (ii) com R1 e R2
sendo H e R3 sendo selecionado entre 4-Cl-Fenil e 2-Naftil apresenta menores
valores em termos de percentual de viabilidade celular.

[0040] Em uma concretizagdo, o agente bioativo de formula (ii) com R1 e R2
sendo H e R3 4-Cl-Fenil (estrutura 4c) apresenta ICso = 6,98uM para a linhagem
tumoral K562.

[0041] Em uma concretizagdo, o agente bioativo de férmula (i) com R1 e
R2sendo H e R3 4-Cl-Fenil (estrutura 4c) apresenta ICso = 11,97uM para a
linhagem tumoral T47-D.

[0042] Em uma concretizagdo, o agente bioativo de férmula (i) com R1 e
R2sendo H e Rz 4-Cl-Fenil (estrutura 4c) apresenta ICso = 5,66uM para a
linhagem tumoral SKMEL-28.

[0043] Em uma concretizagdo, o agente bioativo de formula (ii) com R1 e R2

sendo H e R34-Fenil-Fenil (estrutura 4e) apresenta ICso = 5,8uM para a linhagem
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tumoral MOLT-4.

[0044] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antineoplasica.
[0045] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antiproliferativa.
[0046] O valor da ICso corresponde a concentragdo do composto que induz
metade do efeito maximo. No caso da presente invencao, refere-se a
concentracao capaz de eliminar a metade das células tumorais testadas. Desta
forma deve-se considerar que os valores de ICso encontrados sdo os valores
minimos de cada composto que proporciona os efeitos descritos na presente
invengcdo para as células avaliadas. Os valores de ICso demonstram se os
compostos avaliados serdo promissores em relacio a se tornar um possivel novo
farmaco antineoplasico. Segundo o Instituto nacional do Cancer (NHI) dos EUA
um novo derivado para ser considerado promissor deve apresentar valores de
ICs0 menores que 10 yM nas linhagens testadas, os compostos da presente
patente apresentam essas caracteristicas.

[0047] Para a realizacdo dos ensaios, cada composto foi solubilizado em
dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos na concentragao requerida utilizando-se o
meio de cultura apropriado para cada célula, contendo 10% de soro fetal bovino.
Obedecendo a uma concentragao final de DMSO em no, maximo, 0,2%.

[0048] Em um quarto objeto, a presente invengédo apresenta uma composigao
compreendendo o agente bioativo de ftalimido-bis-tiazois de formula, conforme
definido no terceiro objeto.

[0049] Em uma concretizagdo, a composi¢ao compreende adicionalmente um
meio de cultura apropriado para cada célula, soro fetal bovino e DMSO.

[0050] Em uma concretizagdo, a composicdo apresenta atividade
antineoplasica.

[0051] Em uma concretizagdo, a composicdo apresenta atividade
antiproliferativa.

[0052] Em um quinto objeto, a presente invengdo apresenta o processo de
obtencdo dos agentes bioativos de derivados ftalimido-tiazdis-

tiossemicarbazonas e ftalimido-bis-tiazois, que compreende as etapas de:
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(i) preparo das ftalimido-tiossemicarbazidas;

(i) preparo dos intermediarios ftalimido-5-acetil-tiazdis;

(iiif) preparo dos derivados ftalimido-tiazois-tiossemicarbazonas;

(iv) preparo dos derivados ftalimido-bis-tiazdis.

[0053] Em uma concretizagdo, o processo de obtengcdo de ftalimido-
tiossemicarbazidas € caracterizado por compreender as etapas de:

(i) reagcdo de 20-40 mmol de anidrido ftalico com 20-40 mmol de
tiossemicarbazida ou 20-40 mmol de 4-metil-3-tiossemicarbazida, utilizando 5-
10 mL (ou 100-200 gotas) de N,N-dimetilformamida como solvente sob refluxo
por 2 a 4 horas;

(i) resfriamento até temperatura ambiente;

(iiif) precipitagao devido a adicao de agua destilada;

(iv) purificagao através da dissolugdo em propanona, seguida de filtragao.
[0054] Em uma concretizagdo, o processo de obtengcdo de ftalimido-
tiossemicarbazidas € caracterizado por compreender as etapas de:

(i) reacao de anidrido ftalico 2,96 g (20 mmol) com 1,82g (20 mmol) de
tiossemicarbazida ou 2,10 g (20 mmol) de 4-metil-3-tiossemicarbazida, utilizando
5 mL de N,N-dimetilformamida como solvente sob refluxo por 120 minutos;

(i) resfriamento até temperatura ambiente;

(iif) precipitagao devido a adicdo de agua destilada;

(iv) purificagéo através da dissolugdo em propanona, seguida de filtragao.
[0055] Em uma concretizagdo, 0 processo de obtengdo de intermediarios
ftalimido-5-acetil-tiazdis € caracterizado por compreender as etapas de:

(i) mistura de 1-4 mmol da respectiva ftalimido-tiossemicarbazida em 10 —
20 mL (200-400 gotas) de propanona;

(i) adicdo de 2,0-4,0 mL (40-80 gotas) de 3-cloro-2,4-pentanodiona (1-
4mmol) e permanéncia em agitacdo magnética e refluxo por 90-180 minutos;

(iif) formacgao de precipitado, seguida de filtragao.

[0056] Em uma concretizagdo, o processo de obtencdo de intermediarios

ftalimido-5-acetil-tiazois € caracterizado por compreender as etapas de:

Petica0 870200111781, de 02/09/2020, pag. 18/45



10/28

(i) mistura da respectiva ftalimido-tiossemicarbazida 2,26 mmol em 10 mL
(200 gotas) de propanona;

(ii) adi¢cdo de 2,5 mL (50 gotas), de 3-cloro-2,4-pentanodiona (2,26 mmol)
e permanéncia em agitagdo magnética e refluxo por 90 minutos;

(iif) formacao de precipitado, seguida de filtragdo.
[0057] Em uma concretizagao, o processo de obtencado de derivados ftalimido-
tiazol-tiossemicarbazidas € caracterizado por compreender as etapas de;

(i) mistura de 1 - 4mmol do respectivo ftalimido-5-acetil-tiazol em 10-20
mL (200-400 gotas) de etanol;

(ii) adicao de 5-10 gotas de acido sulfurico e percurso de 30—60 minutos
em ultrassom (40 MHz);

(iii) adicdo de 1-4 mmol de tiossemicarbazida ou 1-4mmol de 4-metil-3-
tiossemicarbazida;

(iv) permanéncia de 3 - 6 horas em ultrassom, com formagéo de
precipitado, seguida de filtragao.
[0058] Em uma concretizagao, o processo de obtencado de derivados ftalimido-
tiazol-tiossemicarbazidas € caracterizado por compreender as etapas de:

(i) mistura de 1,66 mmol do respectivoftalimido-5-acetil-tiazol em 10 mL
(ou 200 gotas) de etanol;

(i) adigao de 5 gotas (100 gotas) de acido sulfurico e percurso de 30
minutos em ultrassom;

(iif) adicdo de 0,15 g (1,66 mmol) de tiossemicarbazida ou de 0,174 g
(1,66mmol) de 4-metil-3- tiossemicarbazida;

(iv) permanéncia de 3 horas em ultrassom, com formagao de precipitado,
seguida de filtragao.
[0059] Em uma concretizagdo, o processo de obtengdo de derivados de
ftalimido-bis-tiazéis é caracterizado por compreender as etapas de:

(i) mistura de 1-4 mmol da respectiva ftalimido-tiazol-tiossemicarbazona
em 10 - 20 mL (ou 200-400 gotas) de 2-propanol;

(i) adicao de 1-4 mmol da respectiva a-halo-acetofenona;
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(iif) banho de ultrassom (40 MHz), por 4-6 horas a temperatura ambiente;

(iv) formacédo de precipitado, seguida de filtracdo e lavagem com 2-
propanol.
[0060] Em uma concretizagdo, o processo de obtengdo de derivados de
ftalimido-bis-tiazéis é caracterizado por compreender as etapas de:

(i) mistura da respectiva ftalimido-tiazol-tiossemicarbazona em (1,66
mmol) em 10-20 mL (200-400 gotas) de 2-propanol;

(ii) adicado da respectiva a-halo-acetofenona (1,66 mmol);

(iif) banho de ultrassom (40 MHz), por 4 horas a temperatura ambiente;

(iv) formacado de precipitado, seguida de filtracdo e lavagem com 2-
propanol.
[0061] Em um sexto objeto, a presente invencado apresenta uso do agente
bioativo de ftalimido-tiazdis-tiossemicarbazonas para preparar um medicamento
para tratar o cancer.
[0062] Em uma concretizagdo, o cancer € selecionado entre as linhagens:
Leucemia Linfoblastica Aguda, Linfome de Nao-Hodgkin de Células B, Leucemia
de Promielocitica Aguda, Leucemia Promielocitica Aguda Resistente, Leucemia
Micelogénica Crbénica, Adenocarcinoma de Mama, Carcino Ductal de Mama e
Malanoma Maligno.
[0063] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antineoplasica.
[0064] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antiproliferativa.
[0065] Em um sétimo objeto, a presente invengdo apresenta uso do agente
bioativo de ftalimido-bis-tiazdis para preparar um medicamento para tratar o
cancer.
[0066] Em uma concretizagdo, o cancer é selecionado entre as linhagens:
Leucemia Linfoblastica Aguda, Linfome de Nao-Hodgkin de Células B, Leucemia
de Promielocitica Aguda, Leucemia Promielocitica Aguda Resistente, Leucemia
Micelogénica Crbnica, Adenocarcinoma de Mama, Carcino Ductal de Mama e
Malanoma Maligno.

[0067] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antineoplasica.
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[0068] Em uma concretizagdo, o agente apresenta atividade antiproliferativa.
[0069] Na presente invencdo, entende-se por:

[0070] Atividade antiproliferativa: como aqui utilizado, o termo “atividade

antiproliferativa” se refere ao impedimento da multiplicagao das células.

[0071] Antineoplasico: como aqui utilizado, o termo “antineoplasico” se refere a

medicamentos utilizados para destruir neoplasmas ou células malignas, e tem a
finalidade de evitar ou inibir o crescimento e a disseminacdo de tumores.O
ensaio do MTT mensura proliferagdo celular (propriedade do teste). Ja a
atividade antineoplasica € intrinseca a molécula. Entdo se a atividade
antiproliferativa é realizada em células neoplasicas, a molécula, substancia ou
composto tem atividade antineoplasica. Quando o ensaio do MTT é feito em
células nao-neoplasicas (a exemplo das células do sangue perifico de individuos
saudaveis), a atividade é apenas antiproliferativa e ndo antineoplasica.

[0072] A presente invencdo apresenta como vantagem moléculas inéditas,
assim como a sua avaliacdo frente a linhagens tumorais. Os resultados
mostraram-se promissores, utilizando-se os grupos farmacoféricos: ftalimida e
tiazol, presentes nestas duas séries quimicas apresentadas. Por outro aspecto
avaliado, os compostos foram testados frente as Células Mononucleares do
Sangue Periférico (PBMC), apresentando valores de ICs50>100uM, ja que a dose
maxima testada foi 100uM, enquanto o controle positivo (Doxorrubicina) teve o
valor de 1Cso 6,06+£1,08uM.

[0073] Os candidatos a farmacos, apresentados, mostraram-se potentes e
seletivos nos ensaios realizados, tendo grande possibilidade de serem
introduzidos na terapia antineoplasica.

[0074] Tendo em vista os resultados promissores obtidos até o momento, os
quais compdem a parte in vitro, as moléculas seguirdo para ensaio clonogénico.
Além disso, posteriormente, os compostos seguirdo para ensaios in Vivo

avaliando-se fase aguda, sub-aguda e cronica.

Exemplos
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[0075] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inumeras maneiras de se realizar a invenc¢ao, contudo sem limitar, o escopo
da mesma.

Exemplo 1 - Sintese dos compostos

Procedimento de preparacéo das ftalimido-tiossemicarbazidas

[0076] Para a obtengdo dos compostos ftalimido-tiossemicarbazidas, reage-se
o anidrido ftalico e tiossemicarbazida ou 3-metil-4-tiossemicarbazida, utilizando
N, N-dimetilformamida como solvente, sob refluxo por 120 minutos. Apds o
resfriamento da reacédo a temperatura ambiente, adiciona-se agua destilada no
meio reacional para precipitacdo do produto. Para a purificagao, dissolveram-se
os produtos em propanona com posterior filtracdo das impurezas insoluveis. O
solvente dos filtrados foi evaporado a baixa pressdo e obtiveram-se solidos
cristalinos brancos. Procedimento geral de preparagéo dos derivados ftalimido-
5-acetil-tiazois Dissolveu-se a respectiva ftalimido-tiossemicarbazida em
propanona e adicionou-se a 3-cloro-2,4-pentanodiona. A mistura reacional foi
mantida sob agitagdo magnética em refluxo durante 1,5horas, quando ocorreu
formacao de um precipitado.

[0077] Os compostos intermediarios (1) foram sintetizados partindo-se da
condensacdo entre o anidrido ftalico com a tiossemicarbazida ou 3-metil-4-
tiossemicarbazida (0) (Figura 2). Esses reagentes foram adquiridos de fontes
comerciais. O intermediario da rota de sintese foi preparado sob refluxo e
aquecimento, usando como solvente N,N-dimetilformamida (DMF). Para a
obtencao dos compostos hora apresentados, nao foi usada catalise nesta etapa.
Sintese dos intermediarios ftalimido-1,3-tiazéis com substituinte acetil em C5
(compostos intermediarios)

[0078] Esta etapa de ciclizacao é feita com uso de solvente aproético e refluxo
(Figura 3).

[0079] A metodologia utilizada para obtencdo dos tiazois foi a de Hantzsch
proposta em 1887, no qual reagem tioamidas e a-halo-cetona-substituidas

(SOUSA et al., 2005). Com o intuito de se melhorar o rendimento, bem como
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diminuir o tempo reacional, adaptacbes sdo efetuadas no processo reacional,
gue neste caso foi a troca do meio reacional que foi em banho de ultrassom pelo
refluxo.

Procedimento geral de preparagdo dos derivados ftalimido-tiazol-
tiossemicarbazonas (primeira série de compostos finais)

[0080] Adicionou-se o respectivo ftalimido-5-acetil-tiazol em etanol,
adicionaram-se algumas gotas deacido sulfurico e manteve-se em ultrassom por
30 minutos. Em seguida, adicionou-se a tiossemicarbazida ou 3-metil-4-
tiossemicarbazida. A mistura foi mantida sob ultrassom durante 3 horas. O
precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado e seco em dessecador sob
vacuo.

[0081] Essa € uma das séries inéditas que apresenta atividade antineoplasica
(Figura 4).

Procedimento geral de preparagdo dos derivados ftalimido-bis-tiazdis (segunda
série de compostos finais)

[0082] Realizou-se a adicdo do respectivo derivado ftalimido-tiazol-
tiossemicarbazonas, seguido da adigdo de 2- propanol e da respectiva a-halo-
acetofenona. A ciclizagdo conduziu-se em um banho de ultrassom (40MHz), em
meédia, por 4 horas. As a-halo-acetofenonas utilizadas foram adquiridas de fontes
comerciais.

[0083] Por fim, tem-se a segunda série de compostos inéditos que possui em
sua estrutura dois grupos tiazéis e que compde o presente trabalho (Figura 5).
[0084] Segue abaixo um esquema geral, incluindo as etapas de obtencdo de
compostos intermediarios necessarios para obtencdo das duas séries de
compostos finais da presente invencao. As duas séries de moléculas exploradas
nesse trabalho estdo destacadas em cor azul (Figura 6).

Exemplo 2 — Propriedades

Avaliagdo da atividade antiproliferativa
[0085] O estudo de citotoxicidade foi avaliado pelo método MTT [3-(4,5-dimetil-

2-tiazol)-2,5-difenil-2- H-brometo de tetrazolium], Para a realizagao dos ensaios,
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cada composto foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidos na
concentracao requerida utilizando-se o meio de cultura apropriado para cada
célula, contendo 10% de soro fetal bovino. Foram realizados ensaios frente a
células saudaveis com o intuito de avaliar a toxicidade dos compostos, além da
avaliagdo antiproliferativa em linhagens tumorais, sendo inicialmente realizado
uma triagem dos compostos, seguida da realizacdo de ensaios, em triplicata,
para determinagdo dos respectivos ICso dos compostos selecionados no
screening.

[0086] A citotoxicidade em células nao transformadas foi realizada em PBMC,
onde foi coletado o sangue periférico de individuos saudaveis em 3 tubos com
heparina por paciente. Separadas as células com Ficoll, contadas na camara de
Neubauer, contendo 5.10° células/pogo, em placas de 96 pocos, incubadas em
atmosfera umida com 5% de CO2 a 37°C por 24 horas.

[0087] Em seguida, adicionadas em 10 e 100uM, incubadas por 72 horas. O
controle negativo recebeu somente veiculo (meio completo). O controle de
DMSO recebeu as concentragcbes de 0,1% e 0,2%, que representa a
concentracao final do solvente no pogo.

[0088] Apds 24h, foram adicionados 20uL de MTT por pogo, incubado por 3h na
estufa umida 5% de CO2 a 37°C. Em seguida, adicionou-se 130uL de SDS 20%
ao abrigo da luz por 24h. Apds esse periodo, procedeu-se a leitura da densidade
otica em espectrofotbmetro no leitor de microplacas (EL808 - Biotek®) em
absorbancia de 570 nm. Foi avaliado, neste estudo, o potencial seletivo desses
derivados ftalimido-tiazois.

[0089] Por esta razdo, as células ndo tumorais foram expostas ao tratamento
com 0s novos compostos e com o controle positivo, a doxorrubicina (utilizada
atualmente na clinica). Em razdo da necessidade de coleta de sangue periférico,
o Projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos -
Centro de Ciéncias da Saude - Universidade Federal de Pernambuco (CEP-
CCS/UFPE) e aprovado sob o parecer n° 74653617.0.0000.5208. Depois de

realizado o protocolo para obtengao das células em questado, foram colocadas
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placas de 96 pocos, incubadas por 24 horas. A viabilidade dos compostos
testados na concentracdo de 10uM variou de 83,67 a 100% e na concentragao
de 100uM variaram de 73,5 a 100%. Verificou-se que todos os compostos
apresentaram valores de ICs0> 100uM, enquanto que o controle positivo de
doxorrubicina obteve ICso 7,2uM. Estes resultados demonstram que esta nova
série de compostos € menos toxica, em PBMCs, quando comparada ao farmaco
de referéncia utilizado na clinica.

[0090] Quanto a avaliagcdo da atividade antineoplasica destes compostos, o
screening foi realizado em sete linhagens tumorais (Tabela 1), plaqueadas em
placa de 96 pocos, cada pogo com a respectiva quantidade de célula conforme
suas respectivas densidades de inoculacdo, controle branco, controle DMSO a
0,01% e controle positivo de Doxorrubicina em triplicata. Apés 24h em estufa
umida a 37°C e 5% COz2, foram adicionados os compostos na concentragao de
10uM, incubados por 48h, seguido da adi¢cao da solugdo de MTT e apods 3h foi
acrescida a solugdo de SDS a 20%. Aguardou-se 24h para leitura da
absorbancia por espectroscopia a 570nm no leitor de microplacas EL808 -
Biotek®. A média da densidade 6tica dos pocos teste foi comparada com a média

do grupo controle para a determinagao da viabilidade celular.

Tabela 1- Densidade de Inoculacdo das Linhagens Tumorais

Linhagem Densidade de
Nome
Tumoral Inoculacao
MOLT-4 Leucemia Linfoblastica Aguda 3x104
Linfome de Nao-Hodgkin de
TOLEDO 10x104
Células B
HL-60-MX1 Leucemia de Promielocitica Aguda 4x104
Leucemia Promielocitica Aguda
HL-60-MX1 _ 2x104
Resistente
K562 Leucemia Micelogénica Crénica 1x10%
MCF7 Adenocarcinoma de Mama 1x10%
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T47D Carcino Ductal de Mama 2x104
SK-MEL-28 Malanoma Maligno 1x104

Tabela 2 — Screening frente as Linhagens Tumorais — Viabilidade Celular (%)

MOLT- HL-60- SK-MEL-

4 TOLEDO MX1 K562 | MCF7|T47D 28

DOXO | 10pM 1 30 46 18 21 6
3b |[10pM | 30 1 34 96 63 58 64
4a |10pM 9 70 96 100 | 43 7 100
4b |[10pM | 28 79 100 47 57 59 100
4c |10pM 5 27 6 23 55 56 21
4d [10pM | 42 30 11 30 54 75 100
4e |[10pM| 13 2 76 70 45 61 100
4f |10uM | 23 15 5 26 59 59 46

[0091] Apds o screening, os compostos que reduziram a viabilidade celular a
valores inferiores a 59%,foram submetidos a novos ensaios para determinagao
da concentragdo de composto necessaria para 50% de inibic&o in vitro (1Cso), a
partir da média dos resultados de viabilidade adquiridos foicalculado com auxilio
do OriginPro8 (Originlab CorporationK, MA, EUA), em seguidadeterminou-se o
indice de seletividade (IS) através da raz&o 1Cso PBMC/ I1Cso linhagem tumoral.

Concentragao Inibitéria em 50% (ICs0) dos Compostos em MOLT-4.

Tabela 3 — Concentracéo Inibitéria em 50% (ICs0) dos Compostos em MOLT-4

Composto | ICso MOLT (uM)
DOXO 6,37+0,3
3b 6,04+0,04
4 7,11£0,95
4b 7,12+0,59
4c 5,94+0,79
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4d 5,99+0,03
4e 6,9+0,87
4f 5,8+0,42

Tabela 5 — Concentracao Inibitéria em 50% (ICs0) dos Compostos em SKMEL-

Composto | ICso MOLT (uM)
DOXO 6,52+0,21
4b 11,97+1,54
4c 6,98+0,74
4d 7,74+2 .47
4f 8,48+1,82

Tabela 6 — Concentracao Inibitéria em 50% (ICs0) dos Compostos em T47-D

28
Composto | ICso MOLT (uM)
DOXO 5,65+0,82
4e 5,67+1,81
4f 5,85+0,38

Composto | ICso MOLT (uM)
DOXO 6,36+0,27
4e 11,97+1,81

[0092] Ao avaliar a atividade antineoplasica dos compostos frente as linhagens
tumorais listadas, percebemos que os compostos mais volumosos, apresentam
grupos retiradores de elétrons como halogénio ou nitro que exerceram papel
promissor no aumento da atividade. As moléculas mais ativas possuem maior
peso molecular, se mostraram menos toxico e mais seletivo em comparagao aos

demais compostos revelando-se estruturas promissoras.
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[0093] Pode-se verificar que os compostos 3b e 4a-f revelaram bons resultados
exibindo menores valores em termos de percentual de viabilidade celular, se
destacando em MOLT-4 o composto 4e (ICso = 5,8uM), em K562 o composto
4¢(ICs0 = 6,98uM), em T47-D o composto 4c (ICso = 11,97uM) e em SKMEL-28
o composto 4c¢ (ICs0 = 5,66uM). Em termos estruturais, esta série possui o nucleo
ftalimida conectada a dois nucleos tiazol. Onde o nitrogénio (N) do nucleo tiazol
nao possui substituicio.

[0094] O indice de seletividade (IS) € um indicador da seletividade do composto,
gue consiste na razao entre o ICso de células normais e o ICso da célula tumoral,
sugerindo potencial uso em testes clinicos, visto que quanto maior for a
propor¢cdo, maior sera a seletividade com células tumorais, ou seja, menor
toxicidade em células normais, sugerindo maior seletividade e reducéo dos
efeitos colaterais. O indice de seletividade, segundo Kommera et. al., 2010,
preconiza que os compostos serao seletivos quando o IS > 3. Assim, o indice de
seletividade dos compostos aqui testados frente a MOLT-4 variou de 14,08 a
17,24, em K562 variou de 8,4 a 15,87, em SKMEL-28 apresentou valores de
17,12 e 17,64 e em T47-D 8,35.

[0095] Os ensaios in vitro ndo permitem identificar os efeitos colaterais
causados pelos compostos da presente invencdo. No entanto, permitiram
identificar que os compostos apresentaram indices de seletividade acima dos
parametros identificados segundo Kommera et. al., 2010, que preconiza que os
compostos serdo seletivos quando o IS > 3. O indice de seletividade dos
compostos aqui testados frente a MOLT-4 variou de 14,08 a 17,24, em K562
variou de 8,4 a 15,87, em SKMEL-28 apresentou valores de 17,12 e 17,64 e em
T47-D 8,35. Essa seletividade demonstra que os derivados apresentam
atividade antineoplasica em doses baixas, o que demonstra uma maior
segurancga, pois quanto maior for a razao entre o ICso da célula normal dividido
pelo IC50 da célula tumoral mais o derivado é seletivo frente a célula tumoral,
desta forma, menor o efeito toxico sobre as células ndo tumorais.

Exemplo 3 — Comprovacao estrutural
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[0096] A comprovagao das estruturas dos compostos foi realizada através das
analises espectroscopicas de infravermelho, 'H RMN e ™C RMN e
espectrométrica de EMAR-ESI. Os espectros de infravermelho foram adquiridos
em aparelho IFS 66 Bruker, em pastilha de KBr. As analises de ressonancia
magnética nuclear protdnica e de carbono foram efetuadas em um aparelho
Bruker AC 300 P, utilizado o DMSO-c4 como solvente. Os espectros de massas
foram adquiridos por impacto eletronico a 70eV registrados em um aparelho HP
5987. As caracteristicas espectroscopicas e espectrométricas dos derivados 3a-
d e 4a-i estdo de acordo com as estruturas propostas.

[0097] 2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)Jamino)-4-metiltiazol-5-

il)etilideno)hidrazino-1-carbotioamida (3a)

o)
HN
/S'\ \ NH,
N\N \N
H
o

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos claros; PF: 244-245°C,;
Rend.: 72%.

IV (KBr), principais sinais: 3419.79 (NH2), 3277.06 (NH), 1714.72 (C=0) cm-".
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.25 (s, 3H, CHs), 2.29 (s, 3H, CHs),
7.20 (s, 1H, NH2), 7.91-7.97 (m, 4H, Ar), 8.15 (s, 1H, NHz), 10.30 (s, 1H, NH).
RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.25 (CH3), 16.99 (CHs3),
123.62 (C-H, Ar), 123.76 (C5, tiazol), 129.48 (C, Ar), 135.16 (C-H, Ar), 135.31
(C4, tiazol), 145.02 (C=N), 165.12 (C=0), 166.95 (S-C=N, tiazol), 177.89 (C=S).
Massa: C15H14NsO2S2Exact Mass: 374.0620 g/mol

MS (ESI), m/z: 375.1 [M+H]*; 373.3 [M-H]*

[0098] 2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)imino)-3,4-dimetil-2,3-dihidrotiazol-

5-il)etilideno)hidrazino-1-carbotioamida (3b)

——N‘ S
0 s HN
\ NH,
e,
0 \
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos claros; PF: 235-236°C;
Rend.: 95%.

IV (KBr), principais sinais: 3439.08 (NH2), 3277.06 (NH), 1741.72 (C=0) cm™.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.24 (s, 3H, CHs), 2.41 (s, 3H, CHs),
3.48 (s, 3H, CHs), 7.19 (s, 1H, NH2), 7.83-7.88 (m, 4H, Ar), 8.09 (s, 1H, NH2),
10.32 (s, 1H, NH).

RMN de '3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.58 (CHz3), 16.65 (CHz),
31.50 (CHs), 111.21 (C5, tiazol), 122.99 (C-H, Ar), 130.27 (C, Ar), 134.43 (C-H,
Ar), 137.96 (C=N), 143.76 (C4, tiazol), 164.43 (C=0, ftalimida), 170.27 (S-C=N,
tiazol), 178.26 (C=S)

Massa: C16H16NeO2S2Exact Mass: 388.0776 g/mol

MS (ESI), m/z: 389.1 [M+H]*; 387.2 [M-H]*

[0099] 2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)Jamino)-4-metiltiazol-5-il)etilideno)-

N-metilhidrazino-1-carbotioamida (3c)

=N
o [P
\ HN—
N
H
of

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos claros; PF: 223-224°C;
Rend.: 84%.

IV (KBr), principais sinais: 3375.43 (NH), 3147.83 (NH), 1735.93 (C=0) cm™".
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 2.25 (s, 3H, CH3), 2.29 (s, 3H, CHj3),
2.94-2.95 (d, J =4 Hz, 3H, CHs), 7.82-7.83 (d, J =4 Hz, 1H, NH), 7.91-7.97 (m,
4H, Ar), 10.22 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.44 (CH3), 17.02 (CHs3),
31.07 (CHa), 123.61 (C-H, Ar), 123.73 (C5, tiazol), 129.58 (C, Ar), 135.12 (C-H,
Ar), 135.24 (C4, tiazol), 144.77 (C=N), 165.09 (C=0), 165.05 (S-C=N, tiazol),
178.16 (C=S).

Massa: C16H16NeO2S2Exact Mass: 388.0776 g/mol

MS (ESI), m/z: 389.1 [M+H]*; 387.2 [M-H]*

[0100] 2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)imino)-3,4-dimetil-2,3-dihidrotiazol-
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5-il)etilideno)-N-metilhidrazino-1-carbotioamida (3d)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 169-170°C; Rend.:
58%.

IV (KBr), principais sinais: 1708.93 (C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 2.25 (s, 3H, CH3), 2.41 (s, 3H, CH3),
2.89-2.90 (d, J =4 Hz, 3H, CHa3), 3.48 (s, 3H, CHa), 7.78-7.81 (q, J =4 Hz, 1H,
NH), 7.84-7.89 (m, 4H, Ar), 10.22 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.68 (CHs3), 16.91 (CHs),
31.16 (CHs), 31.55 (CHs), 111.00 (C5, tiazol), 123.04 (C-H, Ar), 130.33 (C, Ar),
134.50 (C-H, Ar), 137.87 (C4, tiazol), 143.91 (C=N), 164.51 (C=0), 170.25 (S-
C=N, tiazol), 178.10 (C=S).

Massa: C17H1sNeO2S2Exact Mass: 402.0933 g/mol

MS (ESI), m/z: 403.1 [M+H]*; 401.3 [M-H]*

[0101] 2-((4-metil-5-(1-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2-

illJamino)isoindolino-1,3-diona (4a)

=N 8
S in—4 |
\ N
S
o H

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais marrons claros; PF: 252-253°C;
Rend.: 70%.

IV (KBr), principais sinais: 3136.25 (NH), 2960.73 (NH), 1732.08 (C=0) cm-".
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.17 (s, 3H, CHz3), 2.21 (s, 3H, CHs),
7.13 (s, 1H, tiazol), 7.15-7.20 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Ar), 7.25-7.30 (t, J = 7.2 Hz, 2H,
Ar), 7.70-7.72 (d, d = 7.2 Hz, 2H, Ar), 7.84-7.85 (m, 4H, Ar), 8.70 (sl, 1H, NH).
RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 33.54 (CH3), 98.20 (C-H,
tiazol), 123.19 (C-H, Ar), 128.87 (C-H, Ar), 129.00 (C-H, Ar), 129.55 (C-H, Ar),
130.13 (C, Ar), 130.17 (C, Ar), 134.65 (C-H, Ar), 140.98 (C, tiazol), 164.58 (S-
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C=N, tiazol), 172.30 (C=0).

Massa: C23H1sNeO2S2Exact Mass: 474.0933 g/mol

MS (ESI), m/z: 475.2 [M+H]*

[0102] 2-((4-metil-5-(1-(2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2-

il)Jamino)isoindolino-1,3-diona (4b)

=N 8
0 s HN-—<\ |
\ N
LS,
z H NO

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais vermelho escuro; PF: 243-244°C;
Rend.: 80%.

IV (KBr), principais sinais: 3331.07 (NH), 1732.08 (C=0) cm™".

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.29 (s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CHj3),
5.33 (sl, 1H, NH), 7.65 (s, 1H, tiazol), 7.92-8.00 (m, 4H, Ar), 8.07-8.10 (d, J =9
Hz, 2H, Ar), 8.25-8.28 (d, J = 9 Hz, 2H, Ar).

RMN de '3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 16.34 (CHs), 16.69 (CHs),
108.93 (C-H, tiazol), 123.75 (C-H, Ar), 124.14 (C-H, Ar), 126.31 (C-H, Ar), 129.64
(C, Ar), 135.25 (C-H, Ar), 142.91 (C=N), 146.17 (C4, tiazol), 148.37 (C4, tiazol),
165.06 (C=0), 166.42 (S-C=N, tiazol), 169.72 (S-C=N, tiazol).

Massa: C23H17N704S2Exact Mass: 519.0783 g/mol

MS (ESI), m/z: 520.1 [M+H]*; 518.3 [M-H]*

[0103] 2-((5-(1-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-

illJamino)isoindolino-1,3-diona (4c)

—N S
0 s ﬁN—<\ |
\ N
n S,
b H Cl

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais marrons; PF: 250-251°C; Rend.:
85%.

IV (KBr), principais sinais: 3329.14 (NH), 2939.52 (NH), 1726.29 (C=0) cm™.
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.28 (s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CHs),
7.32 (s, 1H, tiazol), 7.44-7.46 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.84-7.86 (d, J = 8 Hz, 2H,

2
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Ar), 7.89-8.03 (m, 4H, Ar), 9.36 (sl, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 16.35 (CHs3), 16.76 (CHs),
104.62 (C-H, tiazol), 120.23 (C5, tiazol), 123.75 (C-H, Ar), 127.11 (C-ClI, Ar),
128.68 (C-H, Ar), 129.65 (C-H, Ar), 131.97 (C, Ar), 133.34 (C4, tiazol), 135.18
(C-H, Ar), 143.00 (C=N), 148.63 (C, Ar), 164.99 (C=0), 166.34 (S-C=N, tiazol),
169.47 (S-C=N, tiazol).

Massa: C23H17CINsO2S2Exact Mass: 508.0543 g/mol

MS (ESI), m/z: 509.1 [M+H]*

[0104] 2-((5-(1-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-

illJamino)isoindolino-1,3-diona (4d)

=N S
0 s l-]N-—<\ |
I\ N
Mo Ay _
0 H °

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais beges; PF: 252-253°C; Rend.: 74%.
IV (KBr), principais sinais: 3124.68 (NH), 2964.59 (NH), 1739.79 (C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.28 (s, 3H, CHs), 2.31 (s, 3H, CHs),
3.78 (s, 3H, CH3s), 6.95-6.97 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.06 (s, 1H, tiazol), 7.75-7.77
(d, J =8 Hz, 2H, Ar), 7.93—-7.99 (m, 4H, Ar), 10.31 (s, 1H, NH).

RMN de '3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 16.32 (CHz3), 16.90 (CHz),
55.13 (CHs), 101.59 (C-H, tiazol), 114.00 (C-H, Ar), 123.70 (C-H, Ar), 126.84 (C,
Ar), 127.14 (C, Ar), 129.59 (C-H, Ar), 135.13 (C-H, Ar), 142.95 (C=N), 165.16
(C=0), 166.25 (S-C=N, tiazol), 169.27 (S-C=N, tiazol).

Massa: C24H20NeO3S2Exact Mass: 504.1038 g/mol

MS (ESI), m/z: 505,1603 [M+H]*

[0105] 2-((5-(1-(2-(4-(bifenil-4-il)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-

illJamino)isoindolino-1,3-diona (4e)

N S
o SQ\:HN-—Q |
Qé iL\HA\N O o

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos claros; PF: 264-265°C;
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Rend.: 69%.

IV (KBr), principais sinais: 3142.04 (NH), 2970.38 (NH), 1732.08 (C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.30 (s, 3H, CHs), 2.33 (s, 3H, CHs),
7.32 (s, 1H, tiazol), 7.34-7.38 (t, J = 8 Hz, 1H, Ar), 7.45-7.49 (i, J = 8 Hz, 2H,
Ar), 7.62-7.76 (m, 4H, Ar), 7.87-8.02 (m, 6H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 15.13 (CHs3), 16.33 (CHs3),
104.33 (C-H, tiazol), 120.32 (C5, tiazol), 123.72 (C-H, Ar), 126.08 (C-H, Ar),
126.42 (C-H, Ar), 126.73 (C-H, Ar), 127.40 (C, Ar), 127.88 (C, Ar), 128.87 (C, Ar),
128.91 (C-H, Ar), 129.57 (C-H, Ar), 133.35 (C, Ar), 135.23 (C-H, Ar), 139.05 (C4,
tiazol), 139.60 (C4, tiazol), 142.95 (C=N), 165.06 (C=0), 166.38 (S-C=N, tiazol),
169.39 (S-C=N, tiazol).

Massa: C29H22N6O2S2Exact Mass: 550.1246 g/mol

MS (ESI), m/z: 551.2 [M+H]*

[0106] 2-((4-metil-5-(1-(2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2-

il)Jamino)isoindolino-1,3-diona (4f)

0 _r:iu——<\s |

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais marrons claros; PF: 254-256°C,;
Rend.: 84%.

IV (KBr), principais sinais: 3147.83 (NH), 2962.66 (NH), 1739.79 (C=0) cm".
RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 2.30 (s, 3H, CHs), 2.33 (s, 3H, CHs),
7.31 (s, 1H, tiazol), 7.36—7.49 (m, 3H, Ar), 7.69-7.72 (m, 3H, Ar), 7.91-7.97 (m,
5H, Ar), 8.18 (s, 1H, NH), 10.33 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.30 (CH3), 16.83 (CHz),
104.09 (C-H, tiazol), 123.68 (C-H, Ar), 123.72 (C-H, Ar), 126.06 (C-H, Ar), 126.45
(C-H, Ar), 126.83 (C-H, Ar), 127.49 (C-H, Ar), 128.95 (C-H, Ar), 129.62 (C, Ar),
133, 39 (C, Ar), 135.21 (C-H, Ar), 135.55 (C, Ar), 139.09 (C4, tiazol), 139.57 (C4,
tiazol), 142.88 (C=N) 165.04 (C=0), 169.36 (S-C=N, tiazol), 178.28 (S-C=N,

tiazol).
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Massa: C2rH20NsO2S2Exact Mass: 524.1089 g/mol
MS (ESI), m/z: 525.2 [M+H]*
[0107] 2-((4-metil-5-(1-((3-metil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)hidrazono)etil)tiazol-2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (49)

—N S
o . ‘N—__< |
\ N
Ny Ay /
o H

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo claros; PF: 252-253°C;
Rend.: 99%.

IV (KBr), principais sinais: 3223.05 (NH), 1695.43 (C=0) cm-".

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.35 (s, 3H, CHa3), 2.38 (s, 3H, CHs),
3.33 (s, 3H, CHs), 6.45 (s, 1H, tiazol), 7.49 (m, 5H, Ar), 7.93-8.01 (m, 4H, Ar),
8.25 (sl, 1H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 15.79 (CHs3), 16.62 (CHs),
33.78 (CHs), 103.43 (C-H, tiazol), 123.67 (C-H, Ar), 123.94 (C-H, Ar), 129.66 (C-
H, Ar), 135.18 (C-H, Ar), 136.65 (C, Ar), 138.97 (C4, tiazol), 147.45 (C4, tiazol),
150.26 (C=N), 165.05 (C=0), 166.91 (S-C=N, tiazol), 167.84 (S-C=N, tiazol).
Massa: C24H20NsO2S2Exact Mass: 488.1089 g/mol

MS (ESI), m/z: 489.1 [M+H]*; 487.4 [M-H]*

[0108] 2-((3,4-dimethyl-5-(1-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-

ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (4h)

—N S

o s ﬁN—-<\ \

\ N
Al
o \

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos alaranjados; PF: 237-
238°C; Rend.: 84%.

IV (KBr), principais sinais: 1712.79 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.31 (s, 3H, CHs), 2.33 (s, 3H, CHs),
3.49 (s, 3H, CHBas), 7.31 (s, 1H, tiazol), 7.36—-7.50 (m, 2H, Ar), 7.68-7.72 (m, 3H,
Ar), 7.85-7.91 (m, 4H, Ar), 10.29 (s, 1H, NH).
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RMN de '3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-de) & ppm: 13.48 (CHs), 16.61 (CHs3),
31.59 (CHs), 104.74 (C-H, tiazol), 111.29 (C5, tiazol), 113.92 (C-H, Ar), 123.08
(C-H, Ar), 126.75 (C-H, Ar), 126.95 (C, Ar), 128.75 (C, Ar), 130.15 (C, Ar), 134.60
(C-H, Ar), 136.09 (C4, tiazol) 142.18 (C=N), 158.79 (C4, tiazol), 164.49 (C=0),
169.05 (S-C=N, tiazol), 170.12 (S-C=N, tiazol).

Massa: C24H20NsO2S2Exact Mass: 488.1089 g/mol

MS (ESI), m/z: 489.1 [M+H]*

[0109] 2-((3,4-dimetil-5-(1-((3-metil-4-feniltiazol-2(3H)-

ilideno)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (4i)

N S
o) - ‘N-:_< |
S \ N
N\N//LN /
3 \

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo escuros; PF: 250-251°C;
Rend.: 72%.

IV (KBr), principais sinais: 1708.93 (C=0) cm.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.38 (s, 3H, CH3), 2.48 (s, 3H, CHs),
3.29 (s, 3H, CHs), 3.50 (s, 3H, CHs), 6.32 (s, 1H, tiazol), 7.44—7.49 (m, 5H, Ar),
7.85-7.91 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) 5 ppm: 33.54 (CH3), 98.20 (C-H,
tiazol), 123.19 (C-H, Ar), 128.87 (C-H, Ar), 129.00 (C-H, Ar), 129.55 (C-H, Ar),
130.13 (C, Ar), 130.17 (C, Ar), 134.65 (C-H, Ar), 140.98 (C, tiazol), 164.58 (S-
C=N, tiazol), 172.30 (C=0).

Massa: C2s5H22NsO2S2Exact Mass: 502.1246 g/mol

MS (ESI), m/z: 503.1 [M+H]*

Exemplo 4 — Testes in vivo

[0110] No ensaio de migracdo, utilizando o método de Would Healing, o
composto AM1b na concentragdo do ICso n&o inibiu a migracdo celular na
linhagem de melanoma maligno (SK-MEL-28), em comparagdo com o N&o
Tratado (NT) e o DMSO 0,1% nos tempos 6, 12 e 24h. Enquanto o composto

AM1f na concentragéo do IC25 no tempo de 24 horas mostrou reduzir a motilidade
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celular, porém nao interferiu significantemente a migragao (p=0,2460).

[0111] Observou-se que o composto AM1b apresentou uma reposta mais
precoce e o AM1f mais tardia, onde no tempo de 24h o AM1b reduziu
significantemente o numero de colénias (p=0,0286) e o AM1f demonstrou no
limite da significancia uma redug¢ao na formacgéo de colbnias (p=0,0571), ambos
em relagdo ao DMSO 0,1%. Ja no tempo de 48h o composto AM1f reduziu
significantemente as coldnias (p=0,0101), em relagao a capacidade da formagao
colénias de células de Melanoma Maligno (SKMEL-28). Realizado através do
ensaio clonogénico, para determinacao da habilidade de divisao e proliferacéo
em comparagao com o controle.

[0112] Na citometria de fluxo, buscou-se do mesmo modo analisar a agéo dos
compostos AM1b e AM1f no ciclo celular, baseado nos valores obtidos no ICso.
Os dois compostos foram testados em SKMEL-28, o AM1b foi avaliado em K562
e o AM1f em MOLT-4. Pode observar que ambos promoveram arraste celular na
fase GO/G1 nas linhagens, porém nao obtiveram resultados estatisticamente
significativos. O composto AM1f influenciou na redugéo significativa de células
marcadas para necrose e apoptose tardia em K562, enquanto o composto AM1b
influenciou na reducido da marcacgao de células Duplamente Marcadas do tempo
24h para 48h. Os compostos AM1b em MOLT-4 e SK-MEL-28 & AM1f em K562
e SK-MEL-28 na concentragcao de 10uM promoveram o arraste celular na fase
GO0/G1, de forma nao significativa.

[0113] Os versados na arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e
poderdao reproduzir a invencdo nas modalidades apresentadas e em outras

variantes e alternativas, abrangidas pelo escopo das reivindicagdes a seguir.
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Reivindicacoes

1. Agente bioativo, caracterizado por ser de ftalimido-tiazodis-

tiossemicarbazonas e ter férmula:

em que R1 e R2sdo permutados entre hidrogénio e metila.

2. Agente bioativo, de acordo com a reivindicacado 1, caracterizado por
apresentar ICso = 5,8uM para a linhagem tumoral Leucemia Linfoblastica Aguda.

3. Composicao, caracterizado por compreender o agente bioativo
ftalimido-tiazéis-tiossemicarbazonas, conforme definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 2.

4. Composicdo, de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado por
compreender adicionalmente um meio de cultura apropriado para cada célula,
soro fetal bovino e DMSO e por apresentar atividade antineoplasica e/ou
atividade antiproliferativa.

5. Agente bioativo, caracterizado por ser de ftalimido-bis-tiazois e ter

formula:
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em que R1 e Rz sdo permutados entre hidrogénio e metila e Rs é
selecionado entre o grupo que compreende: Fenil, 4-MeO-Fenil, 4-Cl-Fenil, 4-
NO2-Fenil, 4-Bifenil e 2-Naftil.

6. Agente bioativo, de acordo com a reivindicacao 5, caracterizado por
apresentar ter féormula (i) com R1 e R2 sendo H e R3 4-ClI-Fenil, e apresentar ICso
= 6,98uM para a linhagem tumoral Leucemia Micelogénica Crdnica, apresentar
ICs0=11,97uM para a linhagem tumoral Carcino Ductal de Mama e apresentar
ICs0 = 5,66uM para a linhagem tumoral Malanoma Maligno.

7. Agente bioativo, de acordo a reivindicagado 5, caracterizado por ter
férmula (ii) com R1 e Rz sendo H e Rs 4-Fenil-Fenil, e apresentar |Cso = 5,8uM
para a linhagem tumoral Leucemia Linfoblastica Aguda.

8. Composicdo, caracterizado por compreender o agente bioativo
ftalimido-bis-tiazdis , conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 5 a
7.

9. Composigao, de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado por
compreender adicionalmente um meio de cultura apropriado para cada célula,
soro fetal bovino e DMSO e por apresentar atividade antineoplasica e/ou
atividade antiproliferativa.

10. Processo de obtencédo dos agentes bioativos de derivados ftalimido-
tiazois-tiossemicarbazonas e ftalimido-bis-tiazois, conforme definido em
qualguer uma das reivindicagbes 1 a 9, caracterizado por compreender as

etapas de:
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(i) preparo das ftalimido-tiossemicarbazidas;

(i) preparo dos intermediarios ftalimido-5-acetil-tiazdis;

(iiif) preparo dos derivados ftalimido-tiazois-tiossemicarbazonas;

(iv) preparo dos derivados ftalimido-bis-tiazdis.

11. Processo de obtencéo de ftalimido-tiossemicarbazidas, de acordo com
a reivindicacao 10, caracterizado por compreender as etapas de:

(i) reagcdo de 20-40 mmol de anidrido ftalico com 20-40 mmol de
tiossemicarbazida ou 20-40 mmol de 4-metil-3-tiossemicarbazida, utilizando 5-
10 mL (ou 100-200 gotas) de N,N-dimetilformamida como solvente sob refluxo
por 2 a 4 horas;

(i) resfriamento até temperatura ambiente;

(iiif) precipitagao devido a adicao de agua destilada;

(iv) purificagao através da dissolugdo em propanona, seguida de filtragao.

12. Processo de obtengdo de intermediarios ftalimido-5-acetil-tiazois, de
acordo com a reivindicacao 10, caracterizado por compreender as etapas de:

(i) mistura de 1-4 mmol da respectiva ftalimido-tiossemicarbazida em 10-
20 mL (200-400 gotas) de propanona;

(ii) adigao de 2,0-4,0 mL (40-80 gotas) de 3-cloro-2,4-pentanodiona (1-4
mmol) e permanéncia em agitagdo magnética e refluxo por 90-180 minutos;

(iif) formacao de precipitado, seguida de filtragdo.

13. Processo de obtengdo de derivados ftalimido-tiazol-
tiossemicarbazidas, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado por
compreender as etapas de;

(i) mistura de 1-4 mmol do respectivo ftalimido-5-acetil-tiazol em 10-20 mL
(200-400 gotas) de etanol;

(i) adicdo de 5-10 gotas de acido sulfurico e percurso de 30-60 minutos
em ultrassom (40 MHz);

(iii) adicao de 1-4 mmol de tiossemicarbazida ou 1-4 mmol de 4-metil-3-
tiossemicarbazida;

(iv) permanéncia de 3-6 horas em ultrassom, com formagdo de

Petica0 870200111781, de 02/09/2020, pag. 40/45



414

precipitado, seguida de filtragao.

14. Processo de obtencao de derivados de ftalimido-bis-tiazois, de acordo
com a reivindicacao 10, caracterizado por compreender as etapas de:

(i) mistura de 1-4 mmol da respectiva ftalimido-tiazol-tiossemicarbazona
em 10-20 mL (200-400 gotas) de 2-propanol;

(i) adicao de 1-4mmol da respectiva a-halo-acetofenona;

(iif) banho de ultrassom (40 MHz), por 4-6 horas a temperatura ambiente;

(iv) formacédo de precipitado, seguida de filtracdo e lavagem com 2-
propanol.

15. Uso do agente bioativo de ftalimido-tiazéis-tiossemicarbazonas,
conforme definido em qualquer umas reivindicagcdes 1 a 2, caracterizado por
ser para preparar um medicamento para tratar o cancer.

16. Uso do agente bioativo de ftalimido-bis-tiazéis, conforme definido em
qualgquer uma das reivindicagdes 5 a 7, caracterizado por ser para preparar um
medicamento para tratar o cancer.

17. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 15 a 16,
caracterizado pelo céncer ser selecionado entre as linhagens: Leucemia
Linfoblastica Aguda, Linfome de Nao-Hodgkin de Células B, Leucemia de
Promielocitica Aguda, Leucemia Promielocitica Aguda Resistente, Leucemia
Micelogénica Cronica, Adenocarcinoma de Mama, Carcino Ductal de Mama e

Malanoma Maligno.
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Resumo
AGENTES BIOATIVOS, COMPOSICOES, PROCESSO DE OBTENCAO DOS
AGENTES BIOATIVOS E USOS

A presente invengao apresenta a identificacdo de novos agentes bioativos
com atividade antineoplasica. Mais especificamente, a presente invencéo é
composta por moléculas que possuem em sua estrutura ftalimido-tiazois-
tiossemicarbazonas ou ftalimido-bis-tiazbis, apresentam acdo antiproliferativa
frente as linhagens tumorais, além do processo de obtencéo dos ditos compostos
€ seu uso para o tratamento de células tumorais. A presente invencio se situa

nos campos da Medicina, Farmacia e Bioquimica.
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