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TIAZACRIDINAS UTILIZADASNA TERAPIA ANTICANCER

OBJETO DA INVENGCAO

A presente invencdo refere-se a sintese de derivados tiazolidinicos N-acridinicos especificos e
seus respectivos usos como farmacos utilizados naterapéutica do cancer.

ESTADO DA TECNICA

Os derivados acridinicos sdo conhecidos por apresentarem um amplo espectro de atividades
biolégicas, como atividades antimicrobiana, antimalarica, antitripanossdomica (BONSE et al.,
1999, J. Med. Chem., v.42, n.26, p.5448-54), leishmanicida (GIRAULT et a., 2000, J. Med.
Chem., v.43, n.14, p.2646-54) e, sobretudo, por suas propriedades antineoplasicas. O interesse
medicinal das acridinas data de 1888, mas apenas em 1913 estes compostos comecaram a ser
usados na pratica médica :quando Browning descobriu a agéo bactericida da proflavina c e da
acriflavina b. A atividade anticancer foi considerada pela primeira vez em 1920. A partir de
entdo, varios compostos, alcaldides naturais ou moléculas sintéticas, foram testados como
agentes antitumorais (DEMEUNYNCK et a., 2001, Curr. Pharm. Des., v.7, p.1703-24). As
propriedades citotoxicas dos compostos acridinicos dependem de sua habilidade de se
intercalar entre os pares de base do DNA e, também, de inibir a sintese de acidos nuclécos
pelo bloqueio da acdo das enzimas topoisomerase | e topoisomerase |1 (SURDON et al., 2001,
Molecules, v.6, p.673-82). Logo, estes compostos exercem seus efeitos clinicos primarios
pela capacidade de interferir na funcdo do DNA, sga inibindo areplicacdo ou transcricdo do
DNA. Pesguisadores do: Laboratorio de Plangamento e Sintese de Farmacos - LPSF
realizaram a sintese de derivados tiazacridinicos e imidazacridinicos que mostraram ser
bastante eficazes no tratamento do cancer. A rota sintética utilizada pelos mesmos autores
para a obtencdo dos derivados tiazacridinicos iniciou-se com a oxidacdo da 9-metil-acridina,
preparada a partir da difenilamina, em acridina-9-carboxaldeido, seguindo-se uma reacéo de
condensacdo tipo Knoevenagel em meio acalino com o cianoacetato de etila para obtencéo do
éster 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila. A sintese da parte tiazolidinica da molécula foi
realizada por meio da benzilagdo datiazolidina-2,4-diona com os halogenetos de benzila em
meio acalino. Na ultima etapa, os derivados tiazacrididinos foram obtidos através de uma
reacdo de adicdo com o éster 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila na presenca de piperidina
(PITTA et al, 2002, Pl 0203747-5, 2003, PCT/BR03/00128; PITTA e a., 2006, PI-0601827-
0, PCT/WO 2007/109871 A2.

DESCRICAO DA INVENCAO

As substancias obtidas conforme esta invengdo compdem um grupo de derivados
tiazolidinicos N-acridinicos. O derivado 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila (Figura 1) foi
utilizado na condensagdo com o 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona  LPSF AA-1A
(Figura 2) para obtencdo do composto bis-acridinico 3-acridin-9-ilmetil-5-acridin-9-
ilmetileno-tiazolidina-2,4-diona LPSF AA-2 (Figura 3). Os derivados de formula geral 3-
acridin-9-ilmetil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona  (Figura 4) foram obtidos a partir da
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reacdo tipo Michael dos derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila com o derivado 3-acridin-
9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona LPSF AA-1A (Figura 2). Os ésteres 2-ciano-3-fenil-acrilatos
de etila substituidos no anel aromético por metoxi, metil, cloro, bromo ou metanosulfonil
foram preparados através da condensacdo de Knoevenagel a partir dos benzaldeidos
correspondentes com o cianacetato de etila.

A. Sintese dos Compostos

Procedimento geral de preparacdo dos Esteres 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila
substituidos -

Em um baldo de fundo redondo, com agitacdo magnética, adaptado a um condensador, foram
adicionados quantidades équimolares do aldeido aromético substituido e do cianoacetato de
etila na presenca de piperidina como catalisador e benzeno como solvente. A mistura
reacional foi aquecida sob refluxo a 110°C por 4 horas. Passado este tempo, o produto foi
Seco, suspenso em égua, filtrado e purificado com écool etilico.

Procedimento de preparacdo do éster 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila (Figura 1)

Em um bal&o de undo redondo, com agitacdo magnética, adaptado a um condensador, foram
adicionadas quantidades equimolares da a 9-acridina-carboxaldeido e do cianoacetato de etila
na presenca de piperidina como catalizador. A mistura reacional foi aguecida sob refluxo a
110°C por 8 horas. O produto foi purificado por cromatografia sob pressdo em silica gel 60,
rc-hexano/acetato 6:4.

Procedimento de preparacdo da 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona codificado
LPSF AA-1A (Figura 2)

Em um baldo de fundo redondo, com agitagdo magnética, adaptado a um condensador, foram
adicionados a tiazolidina-2,4-diona e hidroxido de sédio previamente dissolvido em &lcool
etilico. A mistura reaciona foi agitada durante 10 minutos. Passado este tempo, foi
adicionado a 9-bromometilacridina em quantidades equimolares e a mistura foi aguecida a
uma temperatura de 60°C durante 7 horas. O produto foi lavado com &gua destilada e, depois,
purificado com dcool etilico.

Procedimento de preparacao da 3-acridin-9-ilmetil-5-acridin-9-ilmetileno-tiazolidina-
2,4-diona LPSF AA-2 (Figura 3)

Obtém-se o derivado bis-acridinico através do aquecimento da 3-(acridin-9-il-metil)-
tiazolidina-2,4-diona , dissolvida em etanol anidro na presenca de piperidina, com o 2-ciano-
acridin-9-il-acrilato de etila a uma temperatura de 80°C por 4 horas.

Procedimento geral de preparacao das tiazacridinas substituidas (Figura 4)

Em um baldo de fundo redondo, com agitagdo magnética, adaptado a um condensador, foram
adicionados quantidades - équimolares da 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona e dos
derivados 2-ciano-3-fenil-acrilatos de etila substituidos dissolvidos em alcool etilico, na
presenca de piperidina como catalisador. A mistura reaciona foi aquecida sob refluxo a 50°C



10

15

20

25

30

35

WO 2013/053034 PCT/BR2012/000421

por 4 horas levando a formagdo dos novos derivados tiazacrinicos, que foram purificados
através de lavagens sucessivas com agua destilada e &cool etilico. Foram sintetizados os
compostos de formula geral 3-acridin-9-ilmetil-5-benzilideno-tiazolidina-2,4-diona  (Figura
4):

3-Acridin-9-ilmetil-5-(4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF AA-3) |
3-Acridin-9-ilmetil-5-(4-metil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF AA-4)
3-Acridin-9-il metil—5—(4—c|bro—benzi lideno)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF AA-5)
3-Acridin-9-ilmetil-5-(4-bromo-benzilideno)-tiazolidi na-2,4-diona (LPSF AA-6)
3-Acridin-9-ilmetil-5-(4-metanosul fonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF AA-8)
3-Acridin-9-ilmetil-5-(3-bromo-4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona  (LPSF AA-9)
B. Avaliacdo da Atividade Anticancer

Analise de citotoxicidade pelo método doMTT

Céulas: As linhagens utilizadas, HL60 (leucemia), MDA-MB 435(mama - humano), HCT-8
(célon - humano), foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (USA), tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1% de

antibioticos, mantidas em estufa a 37°C e atmosfera contendo 5% de CO 2

As células foram plagueadas na concentracdo de 0,3 x | P céls./100 uL, para células suspensas
e 0,1 x 1P céis./100uL, para células aderidas. Os diversos compostos foram acrescidos em
diferentes concentracfes, que variaram entre 0,39 - 25ug/mL para substéncias puras. Foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO,a 37°C. Ao término deste, as placas foram
centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 200ul. da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi
lida ap6s dissolugdo do precipitado com DM SO em espectrofotdmetro de placa a 550nm.

Os experimentos foram analisados segundo suas médias e respectivos erros-padrdo. O calculo
das ICs0 (concentragdo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito méximo) e seus
respectivos desvios foram. realizados a partir da regressdo nédo-linear no programa GraphPad
Prism. Cada amostra foi analisada apartir de 2 dois experimentos realizados em triplicata.

Os compostos foram diluidos na concentracdo de 5mg/mL. Foram testados em concentracéo
Gnica 100 pg/mL nas seguintes linhagens SF295 (SNC); HCT-8 (colon) e MDA-MB-435
(mama). Os compostos -foram selecionados de acordo com percentua de inibicdo do
crescimento tumoral maior que 80% nas linhagens celulares utilizadas (GI% > 80%). Estes
compostos foram testados para a determinacéo do icso.

Resultad‘os

Os derivados tiazacridinicos foram testados nas seguintes linhagens: SF-295, HCT-8 e MDA-
MB435. Os resultados da atividade citotoxica estédo apresentados na tabela 1, que se refere a
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inibicdo da proliferacéo (%) realizado em duplicata pelo método do MTT para as células SF-
295 (SNC), HCT-8 (carcinoma de colon) e MDA-MB435 (melanoma); doxorrubicina foi
usada como controle positivo, na tabela 1 temos que os valores de 0 - 35% foram
considerados (SA) - Sem Atividade; 36 - 55% (PA) - Pouca Atividade;, 56 - 85% (MO) -
Moderada Atividade; 86 - 100% (MA) - Muita Atividade.

Tabela 1
Linhagens Celulares
Substéncia — Codigo

SF-295 HCT-8 MDA-MB435
AA-1A 32,8 (SA) 42,0 (PA) 0,00 (AS)10

AA-2 76,7 (MO) 92,4 (MA) 95,9 (MA)

AA-3 59,5 MO) 86,7 (MA) 84,2 (MO)

AA-4 29,9 (SA) 51,3 (PA) 31,2 (AS)

AA-S 31,3 (PA) 37,8 (PA) 0,00 (AS)
AA-6 62,2 (PA) 96,6 (MA) 85,3 (MO&5

AA-8 44,3 (PA) 64,3 (MO) 12,9 (AS)

AA-9 48,0 (PA) 72,5 (MO) 53,0 (PA)

Doxorrubicina 91,1 (MA) 95,2 (MA) 93,6 (MA)

O derivado LPSF-AA2 foi a molécula mais ativa desta série. Todos os compostos mostram
um potencia citotoxico seletivo para a linhagem de células HCT-8, tendo o composto AA6
apresentado 0 maior potencial citotoxico para esta linhagem. O composto LPSF-AA6, com
um aomo de bromo para substituido no anel benzilidénico, também foi bastante eficaz. Ele
foi 0 mais ativo para a linhagem de células HCT-8 e 0 segundo mais ativo para as linhagens
SF-295 e MDA-MB435. O derivado LPSF-AA8, com o substituinte metanosulfonil na
posicdo para, teve moderada atividade para alinhagem HCT-8 (64,3 >de inibi¢do), foi pouco
ativo para SF-295 (44,3%) e ndo teve atividade para MDA-MB435 (12,9%). O derivado
substituido na posicéo para pelo radical metil foi pouco ativo para alinhagem HCT-8 (51,3%

de inibicdo) e ndo teve atividade para SF-29 (29,9%) e MDA-MB435 (31,2%). O LPSF-AA5
foi 0 menos ativo de todos os compostos sintetizados contra a linhagem de células HCT-8 e
MDA-MBA435.

Os compostos LPSF-AA2, LPSF-AA3 e LPSF-AAG6 foram selecionados para a determinacéo
do IC0 (Tabela 2), pois apresentaram percentual de inibicdo do crescimento tumoral maior
que 8o%o nas linhagens celulares utilizadas. Vaores de IC50 (concentragdo inibitoria de 50%)
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e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) realizado pelo método do MTT para as células HL-
60 (leucemia promielocitica), CEM (leucemia linfocitica), MDA-MB435 (melanoma), HCT-8
(carcinoma de célon) e SF-295 (SNC) obtidos por regressdo néo-linear através do programa
GraphPad Prism '

Tabela2-
Linhagens Celulares
Codigo HL60 | CEM |, o | HCIS SF-295
ICso ICso ICsp (ug/mL) ICso ICso
(pg/ml) | (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
| 4,44 4,45 7,01
AA-2 >25 >25 3,37-585 | 3,57-5,55 | 5,50-8,92
AA-3 >25 | >25 >25 sivae | 2510
19,49
AA-6 1421- | >25 >25 SO BT
26,73 ,24-23,
oxomabioim | 002 0,02 048 0,01 0.24
0,01-0,02 | 0,02:0,03 | 034-0,66 | 0,01-0,02 | 0,17-036

Dos 3 compostos mais potentes, o LPSF-AA2 apresentou os melhores valores de 1C50: 4,4
pg/mL para MDA-MB435, 4,45 pg/mL para HCT-8, 7,01 pg/mL para SF-295 e valores
maiores que 25 pg/mL para HL-60 e CEM, mas ainda assim estes valores estdo muito altos
guando comparados a doxorrubicona.

RELACAO DASFIGURAS
Figura 1- Representacdo do éster 2-ciano-acridina-9-il-acrilato de etila,

Figura 2 - Representacdo da molécula acridinica intermediéria: 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-
2,4-diona- LPSF AA-1A.

Figura 3- Represehtagéo do derivado ozs-acridinico 3-acridm-9-ilmetil-5-acridin-9-
ilmetileno-tiazolidina-2,4-diona - LPSF AA-2.

Figura 4 - apresenta a &cterura geral de sete dos nove derivados sintetizados.
RELACAO DASTABELAS
Tabela 1. Valores referentes adeterminagdo da atividade citotoxica

Tabela 2. Valores referentes a determinagdo de 1C50 para os compostos LPSF-AA2, LPSF-
AA3 e LPSF-AAG6
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REIVINDICACOES

|. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de formula 3-acridin-9-ilmetil-tiazolidina-2,4-diona (LPSF AA-1A).

2. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, -caracterizadas pelo
composto de formula 3-acridin-9-ilmetil-5-acridin-9-ilmetileno-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF AA-2).

3. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de férmula 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF AA-3).

4. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de formula 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-metil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF AA-4).

5. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de formula 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-cloro-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF AA-5).

6. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de formula 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-bromo-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona
(LPSF AA-6).

7. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de férmula 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-metanosulfonil-benzilideno)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF AA-8).

9. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, caracterizadas pelo
composto de férmula 3-acridin-9-ilmetil-5-(3-bromo-4-metoxi-benzilideno)-tiazolidina-
2,4-diona (LPSF AA-9).

10. TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER, como descritas nas
reivindicagdes 1,2,3,4,5,6,7,8 ou 9 caracterizadas por sua atividade anticancer e por
serem administradas sistemicamente para aterapia anticancer.

1. USO DE TIAZACRIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER representada
pelos compostos conforme reivindicagbes 1 ou 2 ou 3ou 4 ou50u60ou 7ou8ou9
para preparacdo de um medicamento para o tratamento do cancer.
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