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A CORRIDA DA VIDA

Na corrida dessa vida é preciso entender que vocé vai rastejar, que vai cair,
vai sofrer e a vida vai lhe ensinar que se aprende a caminhar e s6 depois vai
correr.

A vida... a vida é uma corrida, que ndo se corre sozinho. Que vencer nao é
chegar é aproveitar o caminho. Sentindo o cheiro das flores e aprendendo
com as dores causadas por cada espinho.

Aprenda com cada dor, com cada decepcdo, com cada vez que alguém lhe
partir o coragdo. O futuro € obscuro e as vezes € no escuro que se enxerga
a direcao.

Aprenda quando chorar e quando sentir saudade. Aprenda até quando
alguém lhe faltar com a verdade. Aprender € um grande dom! Aprenda que
até o bom vai aprender com a maldade.

Aprender a desviar das pedras da ingratiddo, dos buracos da inveja, das
curvas da soliddo... expandindo o pensamento, fazendo do sofrimento a sua
maior ligdo, sem parar... sem parar de aprender, aproveite cada flor, cada
cheiro no cangote, cada gesto de amor, cada musica dancada e também cada
risada silenciando o rancor.

Experimente o mundo, prove de todo sabor, sinta o mal, o céu e a terra, sinta
o frio e o calor. Sinta a sua caminhada e dé sempre uma parada, pelo
caminho que for.

Pare! Pare, ndo tenha pressa! Ndo carece acelerar. A vida ja é tdo curta! E
preciso aproveitar essa estranha corrida, que a chegada é a partida... e
ninguém pode evitar.

Por isso € que o caminho tem que ser aproveitado deixando pela estrada,
algo bom para ser lembrado. Vivendo uma vida plena, fazendo valer a pena,
cada passo foi dado.

Ai sim... ai sim, la na chegada onde o fim é evidente, é que a gente percebe
gue foi tudo de repente e aprende na despedida, que o sentido dessa vida é
sempre seguir em frente (BESSA, 2017).



RESUMO

As doencas negligenciadas tropicais (DNT) e os diversos tipos de cancer sao
graves e antigos problemas de saude mundial. Além dos grandes atrasos no
desenvolvimento regional, econdbmico e humano atrelado a eles, € notdria a escassez
de ferramentas terapéuticas para solucionar estes agravos que epidemiologicamente
apresentam dados crescentes. O desenvolvimento de novos farmacos para tais
patologias é necessario e, assim como € tendéncia na pesquisa atual, a obtencéo de
moléculas multialvos surge como estratégia promissora. Neste contexto, com o
objetivo de identificar novos farmacos potentes para DTN e o combate ao cancer,
realizou-se o planejamento estrutural, a sintese e a purificacdo de derivados
heterociclicos hibridos da ftalimida e do 1,3-tiazol. Os compostos 2a-n, 3a-i, 4a-b, 5a-
d, 6al-6d7 foram obtidos por meio de reacfes de facil execugdo, com poucas etapas
de sintese e foram confirmadas suas estruturas por técnicas espectroscopica e
espectrométricas. As propriedades biolégicas avaliadas foram a determinacdo da
citotoxicidade em diferentes células de mamiferos, e a capacidade de inibir parasitas
de T. cruzi, L. infantum e S. mansoni e o crescimento de linhagens tumorais soélidas e
hematoldgicas. Foram desenvolvidas também analises de microscopia eletrénica para
melhor compreender a acdo dos novos candidatos a farmacos. Os compostos
mostraram baixa citotoxicidade. Como protétipo anti-T. cruzi, foi encontrado 2j (4,7
HM) com maior poténcia que o Benznidazol para tripomastigotas. Ja para a atividade
leishmanicida, 2m (9,8 uM) e 2j (13,9 uM) foram os que melhor inibiram promastigotas
de L. infantum. Para o perfil anti-S. mansoni, 2i foi ativo contra vermes adultos e
esquistossébmulos, apresentando um possivel uso profilatico. Da avaliacdo
antineoplasica, os derivados ftalimido-bis-1,3-tiazéis foram bastante promissores com
destaque para 6a3 (5,67 uM) e 6a6 (5,85 uM) que apresentaram poténcia semelhante
a Doxorrubicina para a linhagem de Melanoma Maligeno (SK-MEL-28). Com base nos
diversos dados obtidos, pode-se concluir que os nudcleos ftalimida e 1,3-tiazol séo
estruturas privilegiadas e a hibridacdo destes se mostrou como estratégia favoravel
para a obtencdo de novos candidatos a farmacos antiparasitarios e anticancer, lhes

podendo ser atribuido o perfil multialvos.

Palavras-chave: Doencas Negligenciadas. Cancer. Ftalimida. Tiazol.



ABSTRACT

Neglected tropical diseases (NTD) and the various types of cancer are serious
and old world health problems. In addition to the great delays in the regional, economic
and human development associated with them, the scarcity of therapeutic tools to
solve these aggravations, which epidemiologically present increasing data, is well
known. The development of new drugs for such pathologies is necessary and, as is
the trend in current research, obtaining multi-target molecules is a promising strategy.
In this context, the structural planning, synthesis and purification of hybrid heterocyclic
derivatives of phthalimide and 1,3-thiazole were carried out in order to identify new
potent drugs for NTD and the fight against cancer. The compounds 2a-n, 3a-i, 4a-b,
5a-d, 6al-6d7 were obtained by means of easy to perform reactions with few synthesis
steps and confirmed their structures by spectroscopic and spectrometric techniques.
The biological properties evaluated were the determination of cytotoxicity in different
mammalian cells and the ability to inhibit T. cruzi, L. infantum and S. mansoni parasites
and the growth of solid and hematological tumor lines. Electron microscopy analyzes
were also developed to better understand the action of new drug candidates. The
compounds showed low cytotoxicity. As an anti-T. cruzi prototype 2j (4.7 uyM) was
found to have higher potency than Benznidazole for trypomastigotes. For the
leishmanicidal activity, 2m (9.8 yM) and 2j (13.9 pyM) were the best inhibitors of L.
infantum promastigotes. For the anti-S. mansoni profile, 2i was active against adult
worms and schistosomules, presenting a possible prophylactic use. From the
antineoplastic evaluation, the phthalimido-bis-1,3-thiazoles derivatives were very
promising, highlighting 6a3 (5.67 yM) and 6a6 (5.85 pM), which showed a similar
potency to Doxorubicin for the Malignant Melanoma (SK-MEL-28). Based on the
various data obtained, it can be concluded that the phthalimide and 1,3-thiazole nuclei
are privileged structures and their hybridization proved to be a favorable strategy to

obtain new candidates for antiparasitic and anticancer drugs multi-target profile.

Keywords: Neglected diseases. Cancer. Phthalimide. Thiazole.



RESUME

Les maladies tropicales négligées (MNT) et les différents types de cancer sont
des problémes de santé graves. En plus de longs retards dans le développement
régional, économique et humain liés a eux, on note le manque d'outils thérapeutiques
pour répondre a ces problemes. Le développement de nouveaux médicaments pour
de telles pathologies est nécessaire et, comme c'est le cas dans la recherche actuelle,
I'obtention de molécules multi-cibles est une stratégie prometteuse. Dans ce contexte,
en plus du but d'identifier de nouveaux médicaments puissants pour les MNT et la lutte
contre le cancer, ont été exécutées la conception structurelle, la synthése et la
purification de dérivés hétérocycliques hybrides de phtalimide et de 1,3-thiazole. Les
composeés 2a-n, 3a-i, 4a-b, 5a-d, 6al-6d7 ont été obtenus par des réactions faciles a
réaliser, avec quelques étapes de synthése, et leurs structures ont été confirmées par
des techniques spectroscopiques et spectrométriques. Les propriétés biologiques ont
été évaluées par détermination de la cytotoxicité sur des cellules de mammiferes, et
par la capacité a inhiber les parasites T. cruzi, L. infantum et S. mansoni et la
croissance des lignées cellulaires de tumeurs solides et hématologiques. Des
analyses par microscopie électronique ont également été effectuées pour mieux
comprendre l'action des nouveaux médicaments candidats. Les composés ont montré
une faible cytotoxicité. Le prototype anti-T. cruzi 2j (4,7 uM) s'est révélé plus actif que
le Benznidazole sur les trypomastigotes. Pour l'activité leishmanicide, les meilleurs
inhibiteurs des promastigotes de L. infantum sont 2m (9,8 uM) et 2j (13,9 uM). Pour le
profil anti-S. mansoni, 2i est actif contre les vers adultes et les schistosomules, et
présente une possible utilisation prophylactique. Dans cadre des traitements
anticancéreux, les phtalimido-bis-1,3-thiazoles se montrent prometteurs, en particulier
6a3 (5,67 uM) et 6a6 (5,85 uM) qui ont une activité similaire a la doxorubicine sur la
lignée de Mélanome Maligeno (SK-MEL-28). Sur la base des diverses données
obtenues, nous pouvons conclure que les noyaux phtalimide et 1,3-thiazole sont des
structures privilégiées et que I'hybridation est une stratégie favorable prouvée pour
obtenir de nouveaux médicaments antiparasitaires et anticancéreux. Un profil multi-

cible peut leur étre attribué.

Mots-clés : Maladies négligées. Cancer. Phtalimide. Thiazole.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o programa médicos sem fronteiras
(MSF) propuseram uma classificacdo das doencas em globais, negligenciadas e
extremamente negligenciadas. Segundo esta classificacdo: doencas globais, tais
como o cancer, doencas cardiovasculares e mentais (SNC) representam os alvos da
maioria dos esforcos de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) das empresas
farmacéuticas. Ja as doencas negligenciadas afetam milhdes de pessoas ho mundo,
no entanto a terapia medicamentosa ainda é limitada e muitas vezes inadequadas.
Além disso, as doencas extremamente negligenciadas afetam as pessoas que vivem
em condicbes miseraveis, que mal tém acesso as necessidades basicas de
sobrevivéncial.

Doencas negligenciadas tropicais (DNT) sdo doencas que nao sé prevalecem
em condi¢cBes de pobreza, mas também contribuem para a manutencéo do quadro de
desigualdade, ja que representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises?.

A maioria destas DTN nao séo incluidas nos programas de P&D da industria
farmacéutica e, portanto, estédo fora do mercado. Cerca de 14 milhdes de pessoas,
principalmente nos paises em desenvolvimento, morrem anualmente de doencas
infecciosas. De 2000 a 2011, 850 novos medicamentos foram aprovados, mas apenas
37 (4%) foi para o tratamento de doencas negligenciadas. Neste mesmo periodo,
somente 1% dos 336 novos farmacos aprovados foram destinados a esse grupo de
doencas?. Estes nimeros ndo mudaram até agora e por isso ha uma necessidade
urgente para a concepcao e sintese de novos medicamentos.

Por outro lado, mesmo fazendo parte do grupo de doencas globais, o cancer
ainda € um grave problema de saude publica que aflige a humanidade, ndo fazendo
distincdo de classe social, credo religioso ou etnia-raca. Segundo dados estatisticos
fornecidos pela OMS, o numero de 6bitos em decorréncia de algum tipo de cancer no
mundo, em 2015, foi de 8,8 milhdes*.

A OMS informa ainda que 70% das mortes ocasionadas por essa patologia
ocorrem em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, e projeta que 22

milhdes de pessoas poderdo morrer de algum tipo de cancer nas proximas duas
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décadas®. Tal projecdo indica que havera um constante aumento no nimero de mortes
ao longo dos anos.

O céancer é uma patologia multifatorial em que estdo envolvidas diversificadas
vias bioguimicas e imunolégicas®. O arsenal quimioterapico disponivel para o
tratamento do céncer apresenta varios problemas quanto a especificidade,
potencialidade e presenca de efeitos indesejados. Além desses fatores, o
desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas é um elemento agravante na
terapéutica do cancer®.

Dentre as medidas para a resolucéo deste grave problema, a busca por novos
farmacos potentes e seletivos para introducdo na terapéutica oncolégica é de
essencial importancia, haja vista que muitos aspectos desta doenca ainda
permanecem sem tratamento.

Apesar do progresso consideravel decorrente dos avangados métodos de
rastreio, a concepcao racional de farmacos ndo apresentou significante aumento na
Gltima década. A estratégia para triagem buscando agentes altamente especificos
com uma abordagem reducionista (Gnico alvo) foi amplamente utilizada por algum
tempo®.

Os recentes progressos em sistemas bioldgicos e as experiéncias em clinica
global revelaram que os farmacos atuantes em um Unico alvo nem sempre podem
induzir efeitos desejados para todo o sistema biol6gico, mesmo sendo gerada inibicao
ou ativacdo de alta especificidade, uma vez que os mecanismos patolégicos podem
encontrar caminhos de compensacédo’. Sabendo-se hoje que o desenvolvimento de
doencas envolve varios aspectos e complexos mecanismos patoldgicos, os cientistas
tém, recentemente, proposto o conceito de farmacos multialvos, o que é tendéncia
para o desenvolvimento de medicamentos®.

Para a concepcao de farmacos que apresentem a capacidade de se ligar em
diferentes alvos terapéuticos sao reconhecidos alguns grupamentos quimicos
privilegiados ou promiscuos®. Os derivados de ftalimidas e de 1,3-tiazéis se
engquadram perfeitamente nesta definicdo'?, tendo em vista seus amplos espectros de

atividades, assim como esta representado no Esquema 1.
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Esquema 1 — Alvos terapéuticos de ftalimidas e 1,3-tiazois.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Diante das necessidades de identificar novos candidatos a farmacos Uteis no
tratamento de DNT e do céancer, e por outro lado, em virtude das propriedades
multialvo atribuidas aos tiazéis e as ftalimidas, este trabalho descreve o planejamento
estrutural, a sintese e a avaliacdo farmacoldgica das propriedades antiparasitarias e
antitumorais de derivados hibridos ftalimido-1,3-tiazois.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Nesta tese foram utilizados o0s seguintes conceitos e trabalhos que

fundamentam e corroboram para a conclusdes alcancadas.
2.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As Doencas Negligenciadas correspondem a um grupo de aproximadamente
20 doengas, sendo 17 DNT com adicdo das chamadas “trés grandes” (malaria,
tuberculose e HIV/AIDS). Estima-se que chegam a 35.000 o niumero de mortes, por
dia, causadas por estas doencas ao redor do mundo. No entanto, as entidades
governamentais e a industria farmacéutica, ndo demonstram a atencdo necessaria a

estes dados''. No Quadro 1 sdo apresentadas as DNT e seus respectivos agentes

etiolégicos.
Quadro 1 — Doencas Negligenciadas Tropicais.
| Doenca Agente etiolégico Classificagao
Ulcera de Buruli Mycobacterium ulcerans Bactéria
Doenca de Chagas
(Tripanossomiase Trypanosoma cruzi Protozoario
Americana)
Dengue e Flavivirus Virus
Chikungunya CHIKV
Dracunculiase Dracunculus medinensis Helminto
Equinococose Echinococcus granulosus Helminto

Fasciola hepatica
Fasciola gigantica
Bouba Treponema pallidum Bactéria
Doenca do sono

Fascioliase Helminto

(Tripanossomiase Trypanosoma brucei Protozoario
humana Africana)
Leishmaniose Género Leishmania Protozoario
Hanseniase Mycobacterium leprae Bactéria
Filariose W. _banc_roftl, B. malayi, Helminto
B. timori
Oncocercose Onchocerca volvulus Helminto
Raiva Género Lyssavirus Virus
Esquistossomose Género Schistossoma Helminto
Ascaris lumbricoides,
Verminoses Trichuris trichiura, .
: L . Helmintos
intestinais Necator americanos e
Ancylostoma duodenale
Teniase/Cisticercose Taen!a SOI'L.’m Helminto
Taenia saginata
Tracoma Chlamydia trachomatis Bactéria

Fonte: OMS
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Nas secOes a seguir sdo descritas, brevemente, as trés DNTs (Doenca de
Chagas, Leishmanioses e Esquistossomose) estudadas nesta tese.

2.1.1 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é
uma patologia potencialmente fatal causada por um protozoario parasita flagelado,
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Foi assim nomeada em homenagem ao pesquisador
brasileiro Carlos Justino Ribeiro Chagas, que a descobriu em 19092,

Estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas em todo o mundo estejam
infectadas pelo T. cruzi, sendo a principal via de transmissédo para humanos através
do contato com insetos hematéfagos do género Triatoma. A doenca de Chagas ocorre
principalmente na parte continental da América Latina e nas ilhas do Caribe. No
entanto, nas uUltimas décadas, tem sido cada vez mais detectado nos Estados Unidos,
no Canada, em muitos paises europeus e em alguns paises do Pacifico Ocidental.
Isto € principalmente devido a mobilidade da populacdo entre a América Latina e o
resto do mundo??.

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo, o tipo de heteroxénico (Figura 1), no
qual o parasita intracelular é submetido a fase de multiplicagcdo no hospedeiro (ser
humano e outros animais) e extracelular no inseto vetor (barbeiro). O parasita passa
por varios estagios de desenvolvimento nos hospedeiros mamiferos e no inseto vetor,
o qual ndo parece ser afetado pela infeccdo do parasita. Tripomastigotas nao
replicativas e as amastigotas replicativas presentes na corrente sanguinea sao formas
tipicas do parasita que sdo identificadas em hospedeiros mamiferos, enquanto
epimastigotas replicativas e tripomastigotas metaciclicas infectam o vetor

invertebrado?3.
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Figura 1 — Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Adaptado: http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html 19/12/2017

A doenca tem dois estagios clinicamente definidos: a fase aguda, muitas vezes
assintomatica e de dificil diagnostico, com duracéo de cerca de 2 meses, durante 0s
quais o T. cruzi pode ser facilmente detectado por um exame de sangue, e a fase
cronica, muito dificil de detectar o parasita. A fase crénica pode ser separada em dois
estagios: estagio crbénico indeterminado, que € encontrado na maioria dos pacientes,
no qual a infeccdo é controlada pelo sistema imune do hospedeiro e permanece
assintomatica; e o estagio sintomatico cronico subsequente que se desenvolve em 10-
40% dos pacientes infectados, a maioria dos quais desenvolve cardiomiopatias,
enquanto alguns sofrem de megasindromes do tubo digestivo (mega-eséfago ou
megacolon) ou ambos. A insuficiéncia cardiaca congestiva e a morte subita continuam
sendo as principais causas de morte nesses pacientes's.

N&o h& vacinas disponiveis e o arsenal terapéutico atual é limitado a dois
medicamentos: benznidazol (BDZ) e nifurtimox (Figura 2). Estes sao eficazes na fase
aguda, transmissao congénita e em criangcas com infeccado cronica. No entanto,
ensaios clinicos recentes mostraram limitacdes em adultos com infec¢do crénica e

efeitos colaterais ocorrendo durante o tratamento. Neste contexto, had uma
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necessidade urgente de medicamentos novos, eficazes, seguros e acessiveis para

combater esta doenga complexa'®.

Figura 2 — Benznidazol e Nifurtimox, medicamentos antichagasicos.

NO, o
/)
o]

Benznidazol Nifurtimox

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como o alvo biolégico mais promissor para o desenvolvimento de novos
farmacos anti-T. cruzi tem-se a cruzaina que € a enzima mais abundante na familia
das cisteinas proteases do parasita. Esta € um alvo que ndo apresenta equivalente
em humanos, porém nota-se a existéncia de catepsinas L e B que possuem certa
similaridade estrutural'®. Seus inibidores merecem atencéo especial nas estratégias
de design de farmacos, uma vez que este alvo esta diretamente relacionado as vias
metabdlicas do desenvolvimento do T. cruzi, contribuindo para o desenvolvimento e
diferenciacdo dos parasitos em varios estagios de seu ciclo de vida, invasdo do
hospedeiro e resposta imune alterada®-8,

2.1.2 Leishmaniose

A leishmaniose, uma infeccéo parasitaria crobnica de humanos e mamiferos, é
uma doenca negligenciada que é comum em muitas regifes tropicais e subtropicais
do mundo. Continua amplamente subestimada e afeta principalmente criancas e
mulheres, com graves consequéncias clinicas. Diferentes espécies de parasitas
protozoarios intracelulares do género Leishmania podem causar leishmaniose
humana, levando a varias manifestacdes viscerais, cutdneas e mucocutaneas?®.

A leishmaniose afeta coletivamente 12 milhdes de pessoas em 98 paises, e
350 milhdes estdo em risco. Além disso, estima-se que 700.000 a 1 milhdo de novos
casos e 20.000 a 30.000 mortes a cada ano sejam atribuidos a esta doenca?.

O ciclo de vida dos parasitas de Leishmania tem dois estagios: um estagio
promastigota flagelado, que se propaga extracelularmente no intestino dos
flebotomos; e um estagio amastigota flagelado, que prolifera em fagocitos dentro de

fagolisossomos de hospedeiros mamiferos?! (Figura 3).
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Figura 3 — Ciclo de vida dos parasitas do Género Leishmania.
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Adaptado: https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html 19/12/2017

Atualmente, os tratamentos utilizados para a leishmaniose séo caracterizados
pela auséncia de vacinas e pela relativa eficacia de farmacos utilizados como
antimoniais pentavalentes, anfotericina B (AmB), paromomicina, pentamidina e
miltefosina (Figura 4). De fato, muitos desses medicamentos tém alta toxicidade e
causam efeitos colaterais significativos e nos ultimos anos tem se desenvolvido
resisténcia em parasitas responsaveis por esta doenca. Como resultado, ha uma
necessidade urgente de acelerar o desenvolvimento de novas geracdes de

antileishmaniais mais eficaz, com um perfil de seguranca melhorado?2.
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Figura 4 — Antimoniais pentavalentes (Estibogluconato e Antimoniato de
meglumina), Anfotericina B, Paromomicina, Pentamidina e Miltefosina,
medicamentos antileishmaniais.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.1.3 Esquistossomose

A esquistossomose € uma infeccdo parasitaria aguda e crbnica causada por
vermes trematddeos do género Schistosoma. Seis espécies sdo responsaveis por
infeccbes em humanos em 78 paises da Africa, Américas, Oriente Médio e Sudeste
Asiatico?®. Esta doenca ocorre entre as populacdes mais pobres, especialmente em
locais sem acesso a agua potavel e condi¢des sanitarias precarias e ocupa o segundo
lugar em termos de sua importancia para a saude publica, apresentando apenas a
malaria a sua frente?*. Estima-se que 230 milhdes de pessoas estejam infectadas com
Schistosoma spp em todo o mundo e 206,5 milhdes de pessoas necessitaram de

tratamento para esquistossomose em 20162%3. Nas Américas, estima-se que 25
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milhdes de pessoas vivem em areas de risco e 1 a 3 milhdes de pessoas estdo
infectadas, especialmente no Brasil e na Venezuela. No Brasil, a Unica espécie
encontrada em areas endémicas é o Schistosoma mansoni®.

O S. mansoni apresenta um ciclo de vida complexo (Figura 5) que envolvem
hospedeiros vertebrados (muitas vezes mamiferos) e invertebrados (caramujos
aguaticos do género Biomphalaria), nos quais ocorrem fases reprodutivas sexual e
assexuada, respectivamente. Os hospedeiros mamiferos definitivos sédo infectados
através da penetracdo de cercarias pela pele, que perdem a cauda bifurcada e se
tornam esquistossémulos. Apdés 5 a 7 dias, os esquistossdmulos migram para o
sistema porta hepético através da corrente sanguinea e se transformam em vermes
adultos. Os vermes machos e fémeas emparelham no sistema porta hepatico e
migram para as veias mesentéricas para depositar cerca de 300 ovos por dia. Esses
OvoS ou passam para o lumen intestinal para serem eliminados nas fezes e
continuarem o ciclo de vida ou passam pelas veias mesentéricas e se alojam no
figado, onde podem causar alteracdes granulomatosas e fibrose, sendo que ambos
sdo importantes contribuintes para as complicacGes da doencga?®.

Figura 5 — Ciclo de vida do Schistosoma mansoni.
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A doenca pode ser classificada como aguda, cronica ou avangada. A doenca
aguda ocorre como resultado das respostas imunes do hospedeiro as formas do
parasita. Esta fase é geralmente assintomatica em individuos de areas endémicas,
mas em pessoas infectadas pela primeira vez, os sintomas incluem febre, dor de
cabeca, mal-estar, dor abdominal e eosinofilia. A fase crbnica da infec¢do é devida
principalmente a reacdo inflamatoria granulomatosa contra os ovos depositados em
diferentes orgaos e tecidos. Na esquistossomose intestinal, a deposicdo de ovos
ocorre principalmente no figado e na parede intestinal e pode levar a formacéo de
multiplos granulomas e lesBes teciduais nesses 6rgdos. Isso causa hiperplasia da
mucosa intestinal, polipose, ulceracao e formacao de abscessos, que se manifestam
clinicamente principalmente como dor abdominal, diarréia crénica e sangramento
periretal. A formacao de granuloma causada pela deposicdo de ovos no figado resulta
em uma fibrose periportal que se estende a doenca avancada, com hipertenséo portal
e hepatoesplenomegalia. Ascite e sangramento de varizes sao duas complicagbes
graves e comuns nesta fase, que podem resultar na morte do paciente?’.

Os dois principais medicamentos utilizados no tratamento da esquistossomose
sdo o Praziquantel (PZQ) e a Oxaminiquina (OXA) (Figura 6). O tratamento da
esquistossomose € baseado no wuso do praziquantel, um derivado
pirazinoisoquinolina, que possui alta eficacia contra todas as espécies de Schistosoma
de importancia clinica, além disso, possui um baixo custo de producdo. A OXA é outro
farmaco disponivel, mas a sua utilizacéo €é limitada, ndo sendo eficaz contra todas as
formas do parasito. Atualmente, o PZQ tem sido o farmaco de escolha para o
tratamento medicamentoso no Brasil, mas seu uso extensivo, inevitavelmente,
culminou em baixas taxas de cura, aparecimento de cepas de S. mansoni resistentes,
além de terem sido observados efeitos colaterais causados por esse medicamento?®.

Figura 6 — Praziguantel e Oxamniquine, medicamentos esquistossomicidas.
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Atualmente, a busca por farmacos como agentes profiladticos também é uma
necessidade urgente, sendo capaz de matar formas imaturas. ldealmente, um dnico
medicamento deve ter ampla eficacia contra os esquistossémulos e vermes adultos.
Tais fatos estimularam novos estudos em busca de tratamentos alternativos que
pudessem substituir ou complementar o uso do PZQ no tratamento do Schistosoma

mansoni?®,

2.2 CANCER

A viabilidade dos organismos multicelulares requer que as células individuais
apresentem potencial de se proliferar, se diferenciar, permanecer em repouso,
envelhecer, e até mesmo morrer em nome da homeostase do organismo. O controle
do destino celular envolve varios niveis de complexidade, organizacéo e sinalizacédo
hormonal. A origem de vérias doencas reside no mau funcionamento e/ou perda desse
controle, que conduz a perturbacdo da homeostasia do sistema e, finalmente, a morte.
Os canceres sao 0s exemplos mais comuns de tais aberracfes nos mecanismos que
controlam o destino celular®°.

A resisténcia aos farmacos anticancer é um processo complexo, que resulta de
alteracdes nos alvos de ligacdo; desenvolvimento de vias alternativas para a ativacao
do crescimento; mudancas na farmacologia celular, incluindo o aumento do efluxo do
farmaco; mudancas regulatérias que alteram as vias de diferenciacdo ou caminhos
para a resposta a adversidade ambiental; alteracdes na fisiologia local do céancer,
como o fornecimento de sangue, hidrodinamica dos tecidos, o comportamento das
células vizinhas, e resposta do sistema imunolégico. Todos estes mecanismos
especificos séo facilitados pelas caracteristicas intrinsecas do cancer, tais como
heterogeneidade das células tumorais, a redundancia das vias de promocao de
crescimento, o aumento da taxa de mutacao e/ou alteracdes epigenética, e a variagdo
do comportamento dindmico do tumor no tempo e no espaco. A contribuicdo relativa
de cada um destes fatores e falta de modelos in vitro adequados que mimetizem o
microambiente tumoral, torna ainda mais complicada a descoberta de novos agentes
antineoplasicos®!. Algumas estratégias avaliadas para a busca de farmacos

antitumorais estao representadas na Figura 7.
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Figura 7 — Representacdo dos mecanismos farmacoldgicos de agentes antitumorais.
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A busca por novas moléculas com propriedade antitumorais € de grande
relevancia tendo em vista a urgéncia de melhorias no cenéario 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 é o investimento em
matrizes que modulem o sistema imunoldgico, haja vista que o cancer apresenta

diversificadas via patolégicas.

2.3 MOLECULAS PRIVILEGIADAS

Como estratégia para o tratamento de DNT e do cancer, bem como de outras
diversas patologias, sdo empregadas pequenas moléculas organicas as quais séo
ferramentas poderosas na regulacdo de receptores farmacolégicos envolvidos em
processos biolégicos e médicos. Dentre os fragmentos que formam a estrutura dos
farmacos estdo presentes grupamentos quimicos (grupos farmacoforicos)
responsaveis pela ligacdo aos sitios presentes nos receptores, em sua maioria
macromoleculares, e através desse processo, se desencadeia a atividade bioldgica®.
Alguns destes blocos estruturais apresentam a capacidade de se ligar a varios alvos,

sendo conhecidos como estruturas privilegiadas®33.
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Estas estruturas, também definidas como promiscuas, estdo presentes em
compostos naturais e sintéticos. A sua acdo pode estar relacionada a ligacdo em
diferentes alvos do mesmo receptor ou em receptores diferentes, relacionados ou ndo
ao mesmo mecanismo, em uma mesma doenga ou em diferentes processos
patolégicos’.

A compreensao da patogénese de doencas avangou enormemente nas Ultimas
décadas. Como consequéncia, o numero de alvos farmacoldgicos estudados para o
tratamento de uma mesma patologia também €& algo notoério. Neste contexto, a
pesquisa de farmacos, que por muito tempo foi (e ainda é), voltada principalmente
para a descoberta de pequenas moléculas capazes de modular a fungéo biolégica de
uma Unica proteina alvo ndo se mostra tdo essencial e promissora3.

O desenvolvimento de ligantes seletivos in vitro foi por muito tempo buscado
como Unica alternativa para o desenvolvimento de um medicamento. Contudo, em sua
maioria, as doencas apresentam perfil multifatorial e as células podem se aproveitar
desta caracteristica e encontrar formas para compensar uma proteina (alvo) cuja
atividade é afetada por um farmaco, tirando partido da redundancia do sistema. Esse
fator confronta quimicos medicinais, levando a frustracbes em pesquisas, trazendo a
tona a importancia do desenvolvimento de moléculas com potencial de agir em mais
um alvo farmacolégico®.

Farmacos que agem em um uUnico alvo podem ser inadequados para o
tratamento de doencas neurodegenerativas, diabetes, doencas cardiovasculares,
infeccbes e cancer, que envolvem varios fatores e mecanismos patogénicos®.
Diferentes abordagens farmacolégicas oferecem possiveis maneiras de superar 0s
problemas decorrentes do uso destes medicamentos. Uma polimedicacdo com
diferentes agentes ativos pode ser uma saida, onde se combina diferentes
mecanismos terapéuticos. Todavia, esta abordagem pode ser desvantajosa para o
paciente, dificultando a adeséo ao tratamento. Uma segunda via pode ser o0 uso de
uma férmula farmacéutica com a combinagéo de diferentes principios ativos a fim de
simplificar e melhorar os regimes de dosagem ao paciente. Finalmente, uma terceira
estratégia se baseia no pressuposto de que um Unico composto podera acertar varios
alvos®6. Claramente, a terapia com um Unico farmaco que tenha varias propriedades

bioldgicas teria vantagens inerentes sobre 0s demais esquemas. Ele evitaria o desafio
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de administracdo de varias entidades quimicas, que poderia ter diferente
biodisponibilidade, farmacocinética e metabolismo3* (Figura 8).

A descoberta de farmacos, por muito tempo se baseava na busca de um
composto que somente seria adequado para seguir em estudos que fosse altamente
seletivo para um alvo desencadeando um Unico mecanismo, segundo modelo da
chave-fechadura proposto por Ehrlich a mais de um século atras. Esse modelo nédo é
tdo eficaz, atualmente. S&o crescentes as evidéncias da polifarmacologia, ou seja,
que os efeitos clinicos sdo muitas vezes por causa da interacdo de uma unica ou
varias moléculas com mdultiplos alvos. Hoje os métodos experimentais e as

abordagens computacionais apontam mudancas para modelos multialvos®.

Figura 8 — Aspectos conceituais da abordagem reducionista e da polifarmacologia
Paradigmada “Bala magica”
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Fonte: DIAS, et al. 2015%7.

O desenvolvimento de um novo farmaco pode ser descrito como um processo

de trés passos, em que um alvo clinicamente relevante é identificado, moléculas que
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modulam a sua funcdo séo testadas, e a informacado € traduzida para um possivel

regime terapéutico® (Figura 9).

Figura 9 — Descoberta de farmacos e desenvolvimento de fluxo de trabalho.
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InvestigacOes recentes tém sugerido que a eficacia da terapéutica anticancer

pode ser aumentada pela associacdo de farmacos que agem em diferentes alvos

biolégicos. Esta questédo foi sondada pela avaliacdo do status clinico de prototipos

antitumorais com alvos multiplos sendo que a maior parte dos candidatos a

medicamentos anticancer aprovados (73,9%) e em fase Il (75,0%), a maioria dos

encontrados em fase Il (62,8%) e | (53,6%), e a minoria dos que tiveram 0s estudos

descontinuados (35,3%) apresentaram perfil multi-target. Isso sugere que moléculas

promiscuas apresentam vantagens clinicas significativas e a busca por tais

caracteristicas surge como estratégia que deve ser mais amplamente explorada®.
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Compostos derivados de estruturas privilegiadas que apresentam eventuais
acbes promiscuas devem ser cuidadosamente investigados e levados em
consideracdo 0s potenciais beneficios que estes podem apresentar no
desenvolvimento de candidatos a farmacos. Esta investigacdo deve ser
multidisciplinar e levar em consideracao a complexidade que 0s processos patoldgicos
apresentam com mecanismos variados e como estas diferentes interagdes seréo
utilizadas na terapia em estudo®.

Compostos aza-heterociclicos constituem um importante grupo de moléculas
organicas que desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de novos
farmacos, devido as suas propriedades biolégicas®®. Dentre este grupo, nesta tese, é
dado destaque para os 1,3-tiazbis e as ftalimidas, nucleos estes discutidos nas

sessfes a seguir.
2.3.1 Atividades farmacoldgicas de 1,3-tiazdis

Os heterociclos contendo nitrogénio com um atomo de enxofre sdo uma classe
importante de compostos em quimica medicinal. Especialmente, os tiazol e seus

derivados, tais como vitamina B1 e as penicilinas*® (Figura 10).

Figura 10 — Estrutura da vitamina B1 e das Penicilinas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

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 biologicas, tais como
atividades anticancer*®4!  antibacteriana®*“3, antiparasitarial®4** e  anti-

inflamatdria*247,
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Em recente revisdo da literatura®® foram expostas as importancias
farmacoforicas, bastante utilizadas na quimica medicinal e na obtencdo de novos
protétipos a farmacos, de derivados 2-aminotiazol. A estes pode ser atribuida a
propriedade de multialvo, tendo em vista que nesta revisédo |he foram atribuidas nove
diferentes atividades farmacoldgicas, que foram: anticonvulsivante, antidiabética, anti-
inflamatdria, anti-hipertensiva, antiviral, antimicrobiana, antileishimanicida e
antitumoral.

Um certo nimero de principios ativos que apresentam este grupamento, ja
estdo disponiveis no mercado para uso, como por exemplo (Figura 11): o Meloxicam,
anti-inflamatério ndo-estereoidal*®; a Famotidina, um antagonista competitivo do
receptor H2 da histamina®, o antiparasitario Nitazoxanida®®; e os antimicrobianos

Cefdinir°! e Sulfatiazol®2.

Figura 11 — Exemplos de farmacos que contem 2-amino-1,3-tiazol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas ultimas décadas, a eficacia clinica do tiazofurin e seus analogos, e
bleomicinas (MBL) salientou a importancia da porc¢éao tiazol para o planejamento de
candidatos a farmacos anticancer. MBL foram clinicamente usadas para tratar varios
tipos de canceres, como carcinomas de células escamosas, linfomas malignos e
cancer testicular. O radical de bis-tiazol de MBL tem sido demonstrado que se liga ao

DNA e estudos indicam que esse é um eficaz mecanismo de sua acéo antiproliferativa.
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Dasatinib, um inibidor de tirosina-quinase de segunda geracdo, € um outro exemplo
de derivado tiazol utilizado no tratamento do cancer®? (Figura 12).
Figura 12 — Exemplos de farmacos antitumorais derivados de 1,3-tiazais.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Diante destes dados de versatilidade biolégica, os derivados tiazo6is séo fortes
candidatos a farmacos potentes em diversificados alvos, sendo bastante promissora
a obtencdo e avaliacdo de novas moléculas que apresentem esse grupo em sua
estrutura. Frente a este perfil, sdo grandes as possibilidades de descoberta de novos
tratamentos para DNT e do cancer dentre outras patologias, através de um

planejamento racional de derivados tiazolicos.
2.3.2 Atividades farmacoldgicas das ftalimidas

Quimicamente, o nudcleo Ftalimida (isoindoline-1,3-dione) encontra-se ha
classe das imidas ciclicas. Este grupamento é aromatico, biciclico, apresentando duas
carbonilas, no anel de cinco atomos, ligadas a um nitrogénio®*. Ele é bastante utilizado

como importante ferramenta na sintese organica como protetor de reacbes
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indesejadas, fato este que leva muitas equipes de pesquisa a usa-lo como uma forma
de otimizacdo da qualidade de compostos bioativos®®.

Aos derivados de ftalimidas € atribuido amplo espectro de propriedades
farmacoldgicas, tais como anticancer®®®’, analgésica®®, anticonvulsivante®®,
antituberculose®, hipolipidémica e hipoglicemiante®!, anti-inflamatéria>®©2,
antioxidante®?, antimicrobiana®%-63, antipsicética® e antiparasitaria*®°.

Os dados da literatura apontam o nucleo ftalimida como adequado para
interagir com diferentes alvos bioldgicos, além da por¢cdo imina destes derivados
proporcionar-lhes perfil hidrofébico que aumenta o seu potencial para atravessar
membranas bioldgicas in vivo. Frente a este perfil multialvos biologicos das ftalimidas
e buscando aumentar tais aspectos sdo desenvolvidas diversas abordagens de
hibridacdo molecular para a introducdo de diferentes subunidades farmacoféricas
como hidrazonas, pirazois, tiaz6is, grupos aril, dentre outros®3.

Em 2013, foi aprovado pelo FDA e pela Comissédo Europeia o uso de
pomalidomida, um derivado das ftalimidas, para o tratamento de mieloma multiplo
refratario. Este farmaco € um derivado da talidomida, potente anti-angiogénico, e da
lenalidomida (Figura 13), um agente imunomodulador. Através de otimizacédo
estrutural, a pomalidomida é 10 vezes mais potente e tem se mostrado eficaz em
casos de terapia de pacientes com resisténcia a talidomida e lenalidomida®® (Figura
13).

Figura 13 — Analogos da Talidomida.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Frente a um cenario de atividades tao diversificado e de suas caracteristicas
de estabilidade e facil sintese, é de grande relevancia o aprofundamento de estudo e
a busca por novos derivados hibridos das ftalimidas. Com este nucleo podem ser
desenvolvidos novos medicamentos para diversas patologias incluindo o cancer e as
DNT.
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3 OBJETIVOS

Para este trabalho foram estabelecidos como objetivos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Frente a necessidade da descoberta de novos farmacos eficazes para o
tratamento de DNT e do céncer, o objetivo deste trabalho é identificar inéditos
compostos derivados ftalimido-1,3-tiaz6is com potentes atividades biolégicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Planejar, sintetizar e purificar séries inéditas de derivados hibridos ftalimido-
1,3-tiazadis, ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazdis e ftalimido-bis-1,3-tiazois;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas — ponto de fuséo, Ry, UPLC — e
elucidacdo estrutural dos compostos através de técnicas de Infravermelho (1V),
Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H - RMN) e Carbono (*3C - RMN),
Espectrometria de Massa de Alta Resolu¢cdo (HRSM);

e Avaliar a citotoxicidade frente a células normais de mamiferos;

e Determinar as propriedades anti-T. cruzi, anti-L. infantum e anti-S. mansoni;

e Determinar a ICso dos compostos mais ativos frente as atividades biologicas
testadas;

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

e Estudar os possiveis mecanismos de acao.
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Recentemente, foi obtida, pelo LpQM, uma série de derivados ftalimido-1,3-
tiazois (2a-n) com propriedades farmacologicas multialvos. Tais compostos fazem
parte deste trabalho e, suas atividades (anti-T. cruzi, leishmanicida e anti-S. mansoni)
estdo apresentadas, na sesséo de resultados. Estas moléculas também se mostraram
ativas frente a linhagens tumorais e na modulacdo de citocinas do processo
inflamatorio®’.

Frente a estes dados e buscando um aprimoramento das atividades atribuidas
a série 2a-n, uma nova série de compostos foi planejada buscando avaliar o efeito da
introducéo de uma metila em N3 obtendo anédlogos aos compostos ja conhecidos. O

Esquema 2 apresenta a modificacao proposta:

Esquema 2 — ModificacBes estruturais dos protétipos da série 2a-n.
R1
s{_?/
=N

1
o 0 S/YR
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, planejou-se desenvolver substituicdes na posicdo C5 do heterociclo
tiazol, almejando a identificacdo de novos protétipos a farmacos antitumorais e no
combate a DNT. Tais substituicdes sé&o inovadoras no grupo de pesquisa, tendo em
vista que neste se tem experiéncia em obtencao de derivados 1,3-tiazol substituidos
em C4 e, em alguns casos, substituidos em C5 apenas com uma metila. Neste caso,
foram introduzidos substituintes tiossemicarbazonas (5a-d). Partindo destas,
desenvolveram-se também novas ciclizacdes com a obtengdo de ftalimido-bis-1,3-
tiazois (6al-6d7) com substituicdes diversas no novo heterociclo formado (Esquema
3).
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Esquema 3 — Rota sintética para a obtencdo dos ftalimido-1,3-tiazéis substituidos

em C5.
o
c5
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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, H2SOs, ))); d) 2-
bromo-cetonas aromaticas, isopropanal, ))).

Fonte: Elaborado pelo autor.

O planejamento das séries a cima possibilitou realizar estudo de relacéo
estrutura atividade de diferentes grupamentos promissores (tiossemicarbazonas e
1,3-tiazéis) localizados na posicdo C5 do anel tiazolico central. Ja ao nivel do segundo
tiazol formado nos compostos 6al-6d7 foi explorado o efeito eletronico de
substituintes aromaticos localizados na posicdo C4 deste anel. Partindo da fenila
como anel aromatico de referéncia, diferentes substituintes ativadores e desativadores
eletrénicos do anel fenilico foram inseridos.

No Esquema 4 estdo apresentados todos os compostos obtidos para integrar

esta tese.
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Esquema 4 — Séries de novos derivados ftalimido-1,3-tiazois obtidos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A configuragéo dos heterociclos 1,3-tiazois presentes nos compostos 4a-b, 5a-
d e 6al-6d7 que estdo representados no Esquema 4 deve ser interpretada como:
para 0s compostos que ndo apresentam substituinte (s) metila (s) em R? e/ou R?, a

dupla ligacéo encontra-se endociclica ao anel e o nitrogénio ligado na posi¢cao C2 esta



44

ligado a um hidrogénio; para os compostos que apresentam substituinte (s) metila (Ss)
em R! e/lou R?, a dupla ligacdo encontra-se exociclica ao anel, ndo estando o
nitrogénio, da posi¢ao C2, ligado a um hidrogénio;

Quanto aos codigos atribuidos aos compostos da série 6al-6d7, estes indicam
através da letra qual foi o derivado tiossemicarbazona precursor, como por exemplo:
0 composto 6al foi obtido a partir de 5a, ja 0 composto 6d7 teve como intermediario
sintético 5d.

Ainda referente a série 6al-6d7, nove destes compostos foram desenvolvidos
no LpQM, sendo os demais obtidos e caracterizados no IICiMed. A decisdo de
expandir e completar esté série se deu frente aos promissores resultados biolégicos

encontrados com alguns dos compostos sintetizados inicialmente em Recife.
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5 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos e recursos utilizados para o desenvolvimento deste trabalho

estédo descritos a seguir.
5.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

Os inéditos devivados heterociclicos sintéticos foram obtidos das seguintes

formas:
5.1.1 Sintese das ftalimido-tiossemicarbazidas (1a e 1b)

Em baldo de 100 mL, adicionou-se 20 mmol (2,96 g) de anidrido ftalico, 20
mmol de tiossemicarbazida ou 4-metil-3-tiossemicarbazida (proporcdo 1:1) e
aproximadamente 10 mL de DMF. Os reagentes sélidos foram previamente triturados
antes da pesagem. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética em refluxo
(aproximadamente 200°C) durante 2 horas. Apo0s finalizada a reacédo, adicionou-se
agua, ocorrendo a formacdo de um precipitado branco que foi filtrado em funil

sinterizado. O produto foi seco no dessecador sob vacuo.
5.1.2. Sintese das séries de ftalimido-1,3-tiazdis (2a-n e 3a-i)

Em baldo de 100 mL, adicionou-se a respectiva a-halo-cetona aromatica
(geralmente se partiu de 2,26 mmol) e aproximadamente 25 mL de isopropanol, a
mistura foi sonicada a temperatura ambiente até total solubilizacdo do reagente. Em
seguida foi adicionada proporcdo equivalente (1:1) do respectivo composto
intermediario (1a ou 1b). A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura
ambiente por 2 horas. Apdés finalizada a reacéo, o precipitado formado foi filtrado em

funil sinterizado, lavado com isopropanol e seco no dessecador sob vacuo.
5.1.3 Sintese dos ftalimido-5-acetil-1,3-tiazois (4a e 4b)

Em baldo de 100 mL, dissolveu-se 2,26 mmol do respectivo composto
intermediario (1a ou 1b) em aproximadamente 10 mL de propanona e adicionou-se
2,5 mL de 3-cloro-2,4-pentanodiona. A mistura reacional foi mantida sob agitacéo
magnética em refluxo (aproximadamente 100 °C) durante 1,5 horas, quando ocorreu
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formacdo de um precipitado branco (4a) ou amarelo (4b). Este foi filtrado em funil

sinterizado e seco em dessecador sob vacuo.
5.1.4 Sintese dos ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazéis (5a-d)

Em baldo de 25 mL, adicionou-se 1 mmol do respectivo intermediario (4a ou
4b) em aproximadamente 10 mL de etanol, adicionou-se 5 gotas de acido sulfurico e
manteve-se em ultrassom por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 1,5 mmol de
tiosemicarbazida ou 4-metil-3-tiossemicarbazida (propor¢cdo 3:2). A mistura foi
mantida sob ultrassom durante 3 horas quando, geralmente, todo o intermediario foi
consumido. Os excessos de tiosemicarbazida ou 4-metil-3-tiossemicarbazida
permaneceram no solvente. O precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado e

seco em dessecador sob vacuo.
5.1.5 Sintese dos ftalimido-bis-1,3-tiazéis (6al-6d7)

Em baldo de 25 mL, adicionou-se o respectivo intermediario (5a-d) junto da
respectiva a-halo-cetona aromatica, em excesso, e aproximadamente 10 mL de
isopropanol. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura ambiente
por 4 horas. Apés finalizada a reacao, o precipitado formado foi filtrado em funil

sinterizado, lavado com isopropanol e seco em dessecador sob vacuo.
5.2 MONITORAMENTO DAS REACOES

As reacdes, desenvolvidas em Recife, foram acompanhadas utilizando placas
de cromatografia em camada delgada (CCD) de Silica Gel 60 contendo indicador
fluorescente F2s4 de 0,25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi realizada atraves

de radiacao de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (1) de 254 nm.
5.3 BANHO DE ULTRASSOM

As reacOes de ciclizacdo de tiazOis foram (exceto 0os compostos 4a-b)
mediadas pela irradiacdo no ultrassom usando modelo Unique EM-804 TGR em
frequéncia de 40 KHz (180 W). Estes processos foram efetuados a temperatura

ambiente.
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5.4 PONTOS DE FUSAO

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

da amostra.
5.5 ANALISES ESPECTROSCOPICAS

Para todos os compostos sintetizados, foram feitas analises de RMN de H e
13C e quando necessario, andlises bidimensionais como, DEPT. Os espectros de RMN
'H e 13C 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 '3C). Os
deslocamentos quimicos (6) foram reportados em ppm, utilizando tetrametilsilano
(TMS) como padréo interno. 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, g — quarteto, m — multipleto. Os espectros
de IV foram obtidos em espectrofotdmetro BRUKER IFS-66, em discos de KBr. As
determinacdes de massas (RHSM) dos compostos foram desenvolvidas em aparelho
MALDI ou UPLC-MS.

5.6 ANALISE DE RAIO-X

As coletas de dados de difracédo de raios-X foram realizadas num difratbmetro
Kappa CCD-Enraf-Nonius (cAmara CCD 95 milimetros em «k-goniostat) usando
radiacdo de grafite monocromada MoKa (0,71073 A) & temperatura ambiente. Os
dados foram coletados usando o software COLLECT®2 até 50 ° (20). Os parametros
da célula unitaria finais foram baseados em reflexdes 15666, 9327 e 12333 para 2e,
2f e 2g, respectivamente. Integracdo e dimensionamento das reflexdes, bem como as
correcdes para efeitos de Lorentz e de polarizagdo foram realizadas com o sistema
de programas HKL DENZO-SCALEPACK®. As estruturas dos compostos foram
resolvidas através de métodos diretos com SHELXS-97°. O modelo foi refinado por
matriz completa com minimos quadrados em F2 usando SHELXL-977°. O programa
ORTEP-3"! foi usado para representacdes graficas, e o programa WinGX’? foi usada
para preparar o material para publicacdo. Todos os atomos de H foram localizados
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por consideracdes geomeétricas (C-H = 0.93 A; N-H = 0,86 A) e refinados usando um
modelo de equitagdo com Uiso (H) = 1.5Ueq (C-metil) ou 1.2Ueq (outra). Um diagrama
ORTEP-3 das moléculas foi gerado para cada cristal analisado. Dados cristalograficos
(excluindo fatores estrutura) para as estruturas relatados neste trabalho foram
depositados junto do Centro de dados cristalograficos de Cambridge como material
complementar (n°® CCDC 1.411.254, 1.411.262 e 1.411.263). Estas andlises foram
desenvolvidas e interpretadas pelo grupo do Prof. Dr. Carlos Alberto de Simone do

Departamento de Fisica e Informatica, Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo.

5.7. AVALIACOES BIOLOGICAS

Os perfis de atividades biolégicas frente a DNT e o cancer dos compostos

obtidos foram estabelecidos através dos seguintes protocolos:
5.7.1 Ensaios de Citotoxicidade

Diferentes avaliagbes da toxicidade dos compostos foram desenvolvidas junto
aos grupos que colaboraram para o desenvolvimento das diferentes atividades
bioldgicas aqui apresentadas. A seguir estdo descritas as metodologias empregadas

onde também sdo indicados os grupos que as desenvolveram.

5.7.1.1 Esplendcitos

Os esplendcitos de camundongos BALB/c foram divididas em placas de 96
pocos a uma densidade de 5x10° células por cavidade em meio RPMI-1640 contendo
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) inativado. Cada composto foi dissolvido em DMSO
a uma concentracdo de 10 mg/mL, e, em seguida, a amostra foi diluida em série em
meio RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% a concentragdes de 1.0, 5.0, 10, 25,
50 e 100 pg/mL, em ftriplicata. Como controle positivo, foi utilizado a saponina na
concentracéo de 0,1 uyg/mL, enquanto que o meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de SFB e DMSO foi usado como um controle negativo. Um total de 1,0 uCi de 3H-
timidina foi adicionada a cada poco e a placa foi incubada durante 24 h a 37 °C, com
5% de CO:..
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A placa foi entéo lida no leitor de irradiacao beta (Multilabel Reader, Finlandia),
e determinou-se o percentual de incorporacao de timidina tritiada. As células que ndo
foram tratados com compostos (controles negativos) foram calculadas como 100% da
incorporacao de timidina tritiada (100% de células viaveis). Para as células tratadas
com saponina, a viabilidade celular foi de 5%. Quando a percentagem de incorporacao
foi superior a 90%, a concentracdo do composto foi considerada como nao toxicos
para os esplendcitos.

Estes testes foram desenvolvidos pelo grupo da Prof2 Dr? Valéria Rego Alves

Pereira do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundagédo Oswaldo Cruz.

5.7.1.2 Células Vero, macréfagos J774 e macrofagos peritoneais

Células Vero, macréfagos J774 e macrofagos peritoneais foram utilizados para
0 ensaio de citotoxicidade. Estas células foram cultivadas num meio RPMI-1640
(Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado com 10% de SFB e mantidas a 37 °C
em 5% de CO2. Os macréfagos peritoneais foram obtidos apés a injecdo de 5 mL de
meio RPMI-1640 contendo 20% de SFB (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) na cavidade
peritoneal de camundongos BALB/c fémeas.

A citotoxicidade em células de mamifero foi avaliada por meio de um ensaio de
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazio (MTT)”3. As células foram
contadas em camara de Neubauer, semeadas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 6x10* células/poco e incubadas numa atmosfera de 5% de CO2 a 37
°C. Apos 24 horas, o meio foi removido e as células incubadas nas concentracdes de
6.25, 12.5, 25, 50 e 100 ug/mL dos compostos por 48 h. As leituras de absorbéancia
para os cristais de formazan sollveis foram realizadas usando um leitor Benchmark
Plus ELISA (Bio-Rad, Califérnia, EUA) a um comprimento de onda de 490 nm. A
concentracéo capaz de causar 50% de perda de viabilidade celular foi determinada
por analise de regressao linear. O indice de Selectividade (IS) foi calculado como a
razdo entre o CCso e ICso para cada composto. Cada experimento foi realizado em
duplicata biolégica e quadruplicada técnica.

Estes testes foram desenvolvidos pelo grupo do Prof. Dr. Fabio André Brayner
responsavel pelos: Laboratorio de Imunologia Keizo Asami— LIKA/UFPE e Laboratorio
de Biologia Celular e Molecular — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacéao

Oswaldo Cruz.
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5.7.1.3 Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC)

Em razdo da necessidade de coletar sangue periférico em voluntarios
saudaveis, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos - Centro de Ciéncias da Saude - Universidade Federal de Pernambuco e
aprovado sob o parecer n°® 74653617.0.0000.5208.

Realizado o ensaio de Citotoxicidade em Células Mononucleares do Sangue
Periférico ou, em inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC), foram coletados
3 tubos com heparina de voluntérios saudaveis, ndo fumantes, que n&do ingeriram
bebidas alcodlicas por no minimo 2 dias antes da coleta e que nédo fizeram uso de
medicamentos de uso continuo, e separadas por densidade utilizando o reagente
Ficoll PaqueTM Plus (GE Healthcare BioSciences), em seguida foi realizada a
contagem das células na camara de Neubauer.

Apos a purificagado das PBMC'’s, foram plaqueadas em placas de cultura de 96
pocos contendo 5x10° células/pogo incubadas em atmosfera imida com 5% CO:2 a
37°C por 24h. Em seguida, foram adicionados 0s compostos nas concentracdes de
10 e 100 uM e incubado por 72h. O controle do veiculo, DMSO (0,1 e 0,2%) e a
Doxorrubicina (10 pM). Apds 24h, 20uL de MTT foram acrescidos a cada pogo,
retornando para a estufa. Apés 3h, adicionou-se 130uL de SDS 20% para a dissolugao
dos cristais de formazan, guardando ao abrigo da luz por 24h. ApGs esse periodo,
procedeu-se a leitura da densidade Otica em espectrofotbmetro no leitor de
microplacas (EL808 - Biotek®) em absorbancia de 570 nm.

Estes testes foram desenvolvidos pelo grupo do Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto
de Melo Régo do Laboratério de Imunomodulagcédo e Novas Abordagens Terapéuticas
— LINAT/UFPE.

5.7.2 Avaliagédo anti-Trypanosoma cruzi

Esta parte da avaliacéo biolégica foi desenvolvida em colaboragéo pelo grupo
da Prof2 Dr2 Valéria Rego Alves Pereira do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhéaes,

Fundacdo Oswaldo Cruz.
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5.7.2.1 Atividade antiproliferativa para a forma epimastigota (T. cruzi)

Epimastigotas da espécie Dm28c foram distribuidas numa placa de 96 pocos a
uma densidade final de 108 células por poco. Cada composto foi dissolvido nos
respectivos pocos, em triplicata. O BDZ foi usado como controle positivo neste ensaio.
A placa foi entdo cultivada durante 4 dias a 27 °C. Apos este tempo, aliquotas de cada
poco foram recolhidas, e o numero de parasitas foi calculado numa camara de
Neubauer. Epimastigotas ndo tratadas com os compostos (controle negativo) foram
assumidos como 100% no numero de parasitas. Determinaram-se as curvas de dose-
resposta, e os valores de ICso foram calculados usando pelo menos cinco

concentracdes (pontos de dados) e uma equacao néo linear (Prism, verséo 4.0).

5.7.2.2 Toxicidade para tripomastigotas (T. cruzi)

Tripomastigotas da cepa Y foram recolhidas a partir de sobrenadantes de
células Vero e distribuidas numa placa de 96 pocos a uma densidade final de 4 x 10°
células por poco. Cada composto foi adicionado as cavidades, em triplicata. O BDZ
foi usado como controles positivos neste ensaio. A placa foi entdo cultivada durante
24 horas a 37 °C e 5% de CO2. Apos este tempo, aliquotas de cada poc¢o foram
recolhidas, e o numero de parasitas viaveis (isto €, com a motilidade aparente) foi
contado numa camara de Neubauer. Os po¢os que nédo receberam os compostos,
foram assumidos como 100% no numero de parasitas viaveis. Determinaram-se as
curvas de dose-resposta, e os valores de ICsp foram calculados por regressao nao
linear (Prism, versao 4.0), utilizando pelo menos sete concentracfes (pontos de
dados).
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5.7.3 Avaliagédo anti-Leishmania infantum

Esta parte da avaliacéo bioldgica foi desenvolvida em colaboracao pelo grupo
do Prof. Dr. Fabio André Brayner responsavel pelos: Laboratério de Imunologia Keizo
Asami — LIKA/UFPE e Laboratério de Biologia Celular e Molecular — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhédes, Fundacdo Oswaldo Cruz.

5.7.3.1 Parasitas de Leishmania infantum

As promastigotas de Leishmania infantum (espécie MHOM/BR/BH 46) foram
mantidas a 26 °C em meio de Schneider (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) contendo
10% de SFB e 1% de solucéo de penicilina-estreptomicina (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA). Foram usados em todos os experimentos parasitas na fase de crescimento
exponencial. As formas amastigotas intracelulares foram obtidas por inoculacdo de
promastigotas, com potencial de infec¢do, numa cultura de macréfagos peritoneais e
utilizadas nos ensaios de atividade biol6gica dos compostos testados.

5.7.3.2 Atividade biol6gica em promastigotas de Leishmania infantum

Para realizar a triagem inicial dos compostos com atividade leishmanicida, as
formas promastigotas de L. infantum foram coletadas, contadas e diluidas em meio
de Schneider suplementado com SFB a 10% na concentracdo de 1x10° parasitas/mL.
ApoOs a diluicdo, as células foram incubadas na presenca dos derivados ftalimido-1,3-
tiazois nas concentracdes testadas (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL) por 72 horas.
Como controle foram usadas células incubadas somente com o meio de Schneider. O
crescimento da cultura de células foi acompanhado por contagens diarias em camara
de Neubauer (iNCYTO C-Chip DHC-NO1, Cheonan-Si, Coréia do Sul). O valor de ICso
(concentracdo que inibe 50% do crescimento do parasita) foi determinado apos 72
horas de cultura por analise de regressao linear. Cada experimento foi realizado em

duplicata biolégica e quadruplicada técnica.
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5.7.3.3 Atividade bioldgica in vitro em formas amastigotas intracelulares

Foram usados macrofagos peritoneais em meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich, St.
Louis, EUA) contendo 10% de SFB (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), para avaliar o
efeito dos compostos nas formas amastigotas intracelulares. Estes foram distribuidos
em placas de cultura com lamelas redondas a na concentracdo de 1x10° células/mL
e incubadas durante 3 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Os macrofagos
foram infectados com promastigotas de L. infantum por 3 horas, com uma
multiplicidade de infeccdo de 10:1. Apos este periodo de infecgdo, as células foram
tratadas com 4,9, 9,8 e 19,6 uM de 2j € 6,9, 13,9 e 27,8 uM de 2m, e incubadas por
24 horas a 37 °C em uma atmosfera de 5% de CO:2. As células foram entdo lavadas
com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A percentagem de
macréfagos infectados foi determinada pela contagem de 100 células em triplicatas.
O ICso foi determinado apds 24 horas de cultura por analise de regresséao linear. O
indice de sobrevivéncia foi determinado pela multiplicacdo da porcentagem de
macrofagos infectados pelo nUmero de parasitas por célula infectada. A anfotericina

B foi usada como controle.

5.7.3.4 Producéo de Oxido Nitrico

Utilizou-se o reagente de Griess (1% sulfanilamida e 0,1% N-1-
naftiletilenodiamina/ 2,5% HsPO4 (Promega, Madison, EUA) para medir o 6xido nitrico
(NO) produzido por células de mamiferos (células Vero e macrofagos J774) tratadas
com as concentracdes testadas (6,25 a 100 pg/mL) dos compostos ftalimido-1,3-
tiazois e as células ndo tratadas, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante e
mediu-se 0 NO nos sobrenadantes dos experimentos para avaliar o efeito citotdxico
dos compostos 2j e 2m em macrofagos nado infectados e infectados com L. infantum
tratados e nao tratados. O sobrenadante de cultura foi incubado por 48 h e entdo 100
uL de reagente de Griess foram adicionados a temperatura ambiente por 10 minutos.
A absorbéancia foi medida com um filtro de 540 nm em um leitor Benchmark Plus ELISA
(Bio-Rad, California, EUA). A concentracdo de nitrito foi determinada usando uma
curva padréo de nitrito de sodio.
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5.7.3.5 Analise Ultraestrutural

Os compostos com melhor indice de seletividade foram selecionados para
andlise ultraestrutural. Controles de promastigotas de L. infantum nao tratados e
tratados com concentragoes de 9,8 uM e 19,6 uM (2j) e 13,9 uM e 27,8 pM (2m) dos
compostos e fixaram-se durante a noite em solugéo contendo 2,5% de glutaraldeo /
4% de paraformaldeido em tampéo de cacodilato de sodio a 0,1 M, pH 7,2, e
processado para microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletronica
de transmissao (MET).

Para a MEV, foram preparadas laminas de vidro previamente revestidas com
poli-L-lisina (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) onde as promastigotas foram fixadas.
Apods 20 minutos, as ldminas foram lavadas no mesmo tampao para remover células
nao aderentes, e depois fixadas durante 1 hora numa solugdo contendo 1% de
tetroxido de 6smio (OsO4) num tampdo de cacodilato de sédio, pH 7,2. As células
foram entéo desidratadas em uma série graduada de etanol e submetidas a secagem
em ponto critico usando um Secador de Ponto Critico HCP-2 (Hitachi, Téquio, Japéo),
revestido com 20 nm de ouro em uma sonda JFC-1100 e examinado sob microscépio
eletronico de varredura JEOL T-200.

Para MET, os parasitas fixos foram lavados e pos-fixados por 1 hora em
solucéo contendo 1% de tetroxido de 6smio (OsO4) em tampéo cacodilato de sédio,
pH 7,2. As amostras foram entdo desidratadas em uma série graduada de acetona,
infiltradas e embebidas em EPON (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Seccdes ultrafinas
com cerca de 70 nm de espessura, obtidas utilizando um ultramicrétomo Leica EMUC6
(Leica, Wetzlar, Alemanha), foram coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo
e examinadas sob microscopio eletrénico de transmissdo TecNai G2 Spirit TEM (FEI,
Hillsboro, EUA).

5.7.3.6 Avaliacdo da Integridade da Membrana Plasmatica

Os parasitas de controle e aqueles tratados com o0s compostos foram
incubados com 30 pg/mL de iodeto de propidio (PI) (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA)
por 15 minutos. Foram utilizadas como controle positivo, células na presenca de
peréxido de hidrogénio por 20 minutos (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA). Células nédo

tratadas também foram avaliadas. ApoOs a incubacgéo com a sonda, as amostras foram
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analisadas utilizando um citbmetro de fluxo. Os dados foram obtidos através do canal
FL2-H. Foram analisados vinte mil eventos por amostra. Os resultados foram
expressos como uma porcentagem de células marcadas para cada condicéo testada.

As amostras obtidas como descrito foram também analisadas utilizando
microscopia laser confocal (Leica SP2 AOBS, Wetzlar, Alemanha). Apos a incubacéo,
as amostras foram colhidas e colocadas em microplacas (Mattek Co., EUA) no
momento da visualizacdo das células em microscopia. As imagens foram adquiridas

usando um laser de 488 nm.

5.7.3.7 Analise do Potencial da Membrana Mitocondrial

Para determinar o efeito do composto sob o potencial da membrana
mitocondrial (A%m), foram tratadas promastigotas de L. infantum com 9,8 e 19,6 yM
de 2j e 13,9 e 27,8 yM de 2m por 72 h. ApGs o tratamento, os parasitas tratados e o
controle foram incubados com 10 yg/mL de rodamina 123 (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA) por 15 minutos. Foram utilizadas como controle negativo, células na presenca
de metanol durante 20 minutos. Células nao tratadas também foram avaliadas. Apos
a incubacao, as amostras foram colocadas em tubos adequados para a analise do
citbmetro de fluxo. A coleta e andlise dos resultados foram realizadas em um citbmetro
de fluxo FACSCalibur (Becton & Dickinson, San José, EUA), equipado com o software
Cell Quest, utilizando o canal FL1-H. Vinte mil eventos por amostra foram analisados.
As alteracBes na polarizacdo da membrana mitocondrial foram medidas usando o
indice de Variacéo (VI) obtido pela equacdo (MT — MC)/MC, onde MC ¢é a intensidade
de fluorescéncia mediana do controle e MT a intensidade de fluorescéncia mediana
das células tratadas. Valores negativos para VI representam a despolarizacdo da
membrana mitocondrial”3.

As amostras obtidas como descrito acima foram também analisadas utilizando
microscopia laser confocal (Leica SP2 AOBS, Wetzlar, Alemanha). Apos a incubacéo,
as amostras foram colocadas em micro-placas (Mattek Co., EUA) ho momento da
visualizacdo das células em microscopia. As imagens foram adquiridas usando um

laser de 543 nm.
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5.7.3.8 Analise Estatistica

A andlise de regresséao linear foi realizada utilizando o software SPSS 8.0 (IBM
Co., New York, USA) para Windows. A analise de significancia, com nivel de
significancia de p <0,05, foi realizada por ANOVA, seguida do pos-teste de Dunnett,
usando o software GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, Califérnia, EUA) para Windows.

5.7.3.9 Consideracdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa para o Uso
de Animais (CEUA) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes -
FIOCRUZ/Pernambuco, protocolo nimero 30/2011.

5.7.4 Avaliac&o anti-Schistosoma mansoni

Esta parte da avaliacdo bioldgica foi desenvolvida em colaboragcdo com o grupo
da Prof2 Dr2 Sheilla Andrade de Oliveira do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhéaes,

Fundacao Oswaldo Cruz.

5.7.4.1 Animais

Foram usados camundongos Swiss, pesando cerca de 30g, como hospedeiros
definitivos de S. mansoni 0s quais permaneceram no laboratério de experimentacao
animal do Instituto Aggeu Magalhaes - FIOCRUZ/Pernambuco, Brasil. Estes animais
foram mantidos a temperatura controlada e 12h em ciclo claro-escuro com acesso a
agua e comida ad libitum. Para os estudos in vivo, foram utilizados camundongos
BALB/c machos pesando 20-25g, mantidos nas mesmas condi¢cdes ambientais dos
camundongos Swiss no laboratério experimental do Instituto Aggeu Magalhaes (IAM-
FIOCRUZ/PE). Todos os experimentos foram autorizados pelo comité de ética e uso

de animais (CEUA-79/2015) e realizados de acordo com boas praticas animais.
5.7.4.2 Parasitas de Schistosoma mansoni
Foram utilizadas estirpes LE de S. mansoni infectando moluscos Biomphalaria

glabrata como hospedeiros intermediarios mantidos na malacologia do |AM-

FIOCRUZ/PE. As cercarias foram obtidas apds exposicdo dos caramujos a luz por 1
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hora. Para estudos in vitro, foram obtidos vermes adultos oriundos da infeccao
percutanea de camundongos Swiss, com 120 cercarias, os quais foram eutanasiados

e perfundidos apos 55 dias.

5.7.4.3 Verme adulto

Os vermes adultos foram obtidos a partir de hospedeiros definitivos
(camundongos Swiss) e mantidos em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e
1% de antibidtico penicilina/estreptomicina. Apos a obtencéo, foram incubados a 37
°C, atmosfera umida e 5% de CO2. Os vermes foram separados em 3 (trés) pogos
diferentes para cada composto testado da seguinte forma: 4 machos, 4 fémeas e 2
casais. Os compostos foram dissolvidos em DMSO a 1,6% e solubilizados em meio
RPMI completo. As concentragdes utilizadas foram 5-100 pg/mL e os testes foram

realizados em triplicata.

5.7.4.4 Esquistossbmulos

As cercérias foram coletadas apos 1 hora de exposi¢do dos caramujos a luz.
Apbés sua obtencdo, elas foram levadas para o vortex e transformadas em
esquistossdmulos apés centrifugacdes’®. Estes foram distribuidos em placas de 96
pocos com cerca de 100 parasitas por poco e incubados com meio RPMI completo
por 24 horas a 37 °C e 5% de CO2. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e
adicionados ao meio a concentracdes de 5-100 ug/mL. O controle negativo foi testado
em RPMI-1640 e DMSO. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e

monitorados por 72 horas no microscopio invertido e a atividade motora foi analisada.

5.7.4.5 In vivo

A seguir sdo apresentadas as metodologias utilizadas no ensaios in vivo.

5.7.4.5.1 Parasitas e hospedeiros

A infeccéo foi realizada por via percutanea, utilizando 80 (oitenta) cercarias da
cepa LE (Belo Horizonte) de S. mansoni para cada camundongo. As formas
infectantes do parasita foram obtidas de Biomphalaria glabrata através do
Departamento de Malacologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ-PE).
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Foram utilizados ratos machos (BALB/c), com 20-25g de peso. Quarenta e cinco dias
apos a infeccdo, um exame parasitolégico foi feito a partir de fezes de camundongo
para avaliar a positividade da infecc&o. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
Animal da Fundacédo Instituto Aggeu Magalhdes/Fundacdo Oswaldo Cruz
(IAM/FIOCRUZ), autorizado pela licenga n°® 79/2015.

5.7.4.5.2 Toxicidade aguda por via oral (OECD, Guideline 423)

Testes orais de toxicidade aguda foram realizados seguindo o protocolo da
Diretriz 4237°. Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos (n = 3) e em cada
estagio foram utilizados trés animais. A administracdo do composto 2i foi realizada a
uma dose de 300 mg/kg, a seguir solubilizada em cremofor a 5%. Observacdes
comportamentais foram realizadas de acordo com triagem toxicolégica em que
convulsdo, defecacédo, tremor vocal, erecdo de pelos, irritabilidade, miccao, olhos
(aguado, exoftalmia), piloerecdo, ataxia de postura, perda de reflexos, resposta ao
toque, resposta ao estimulo sonoro, salivacdo, tremor, morte e outros
comportamentos atipicos. Durante as primeiras 24 horas foram observados diferentes
tempos: 15 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas e 24 horas, e depois, pelo menos, a cada
24 horas, durante 15 dias. Apos verificacdo de auséncia de sinal de toxicidade na dose
de 300 mg/kg, foi utilizada a dose de 200 mg/kg. Todos os procedimentos acima foram
realizados para a dose mais alta. ApGs auséncia de sinais de toxicidade, a dose de
200 mg/kg foi repetida. Apos o final do 15° dia, todos os animais foram eutanasiados
e o0s orgaos foram removidos para melhor observa¢do macroscoépica da toxicidade e

posteriormente preservados em formaldeido para futuros testes histologicos.

5.7.4.5.3 Avaliagéo da susceptibilidade in vivo de vermes adultos

Para avaliacéo in vivo da atividade esquistossomicida do composto 2i, foram
utilizados o composto 2i e 0s grupos controle constituidos por oito camundongos. A
alocacgéo de ratos para grupos experimentais foi realizada aleatoriamente. Os ratos
foram tratados por via oral 45 dias apoés a infeccdo. Os grupos foram separados da
seguinte forma: Grupo | (Cremophor El a 5%); Grupo Il (PZQ 400 mg/kg); Grupo Il
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(composto 2i 200 mg/kg durante 5 dias consecutivos); Grupo IV (composto 2i 400
mg/kg dose Unica).

Quinze dias apods o tratamento com 2i, os animais foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de tiopental (40 mg/kg). ApGs a anestesia, 0os animais foram
perfundidos do sistema porta hepatico para remocdo dos vermes, que foram
separados em placas de Petri contendo soro fisiolégico a 0,85%, e os parasitos foram

contados e classificados de acordo com o género e a vitalidade.

5.7.4.5.4 Porcentagem do estagio de desenvolvimento do ovo

Trés fragmentos para porcdo distal ao intestino foram lavados em solucao
salina e levemente secos em papel absorvente. Subsequentemente, cada fragmento
intestinal foi apertado entre uma lamina e uma lamela e analisado ao microscépio para
classificar as fases dos ovos. Para cada fragmento, 100 ovos foram contados e
classificados de acordo com o estagio de desenvolvimento. Os ovos foram
classificados como imaturos e viaveis (12 a 42 etapa); maduros e viaveis; e ovos nao

viaveis (calcificados, com miracidio semi-transparente retraido).

5.7.4.5.5 Contagem de ovos no figado e intestino

Fragmentos do figado e intestino de cada camundongo submetidos a
tratamento e posterior eutanasia foram removidos apos a perfusdo e digeridos em
hidréxido de potassio a 4% (KOH).

5.7.4.5.6 Avaliagcdo morfométrica

As amostras de figado de cada camundongo foram fixadas em solucdo de
formalina a 10%, incluidas em blocos de parafina, seccionadas e coradas com picro-
sirius vermelho. Foram selecionados dez campos microscopicos de cortes
histologicos do figado (5 um), que apresentaram grande producéo de tecido
conjuntivo, e o tecido colageno foi destacado e adquirido como uma porcentagem
usando o Sistema de Andlise e Andlise LEICA Qwin 2.6 (Leica Cambridge, Inglaterra).

O resultado da medicdo de cada animal foi a porcentagem média desses dez campos
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microscoépicos, e o resultado final foi a porcentagem média por grupo. O sistema foi
calibrado para uma lente de ampliacdo de 10x usando um microscopio Leica DM LB2.

5.7.4.5.7 Ensaio de hidroxiprolina

As amostras de figado foram imersas em HCI 6N a aproximadamente 120 °C
por 18 h, seguido de filtracdo. A concentracdo de hidroxiprolina (Hyp) foi determinada
por um ensaio colorimétrico a 558 nm como previamente descrito por Bergman e

Loxley (1963) e expresso como nmol/g de figado®.

5.7.4.6 Andlise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-
Wilk's). As diferencgas foram avaliadas usando o teste One-way ANOVA com post-hoc
Turkeyr e Two-way ANOVA para analise paramétrica. As andlises estatisticas foram
realizadas com o Software Prism (versdo 5.0; GraphPad Software, San Diego, CA,
Estados Unidos) e Bioestat 5.3 (Instituto Mamiraua, Manaus, AM, Brasil). Um valor de
p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Os dados foram expressos como
valores médios (média £ EPM).

5.7.5 Avaliacdo antineoplasica

Esta parte da avaliacdo bioldgica foi desenvolvida em colaboragdo com o grupo
do Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo do Laboratério de Imunomodulacgéo
e Novas Abordagens Terapéuticas — LINAT/UFPE.

5.7.5.1 Cultivo de Células

Foram utilizadas oito linhagens tumorais (Quadro 2) provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e acondicionadas no Banco de células Tumorais do
LINAT/UFPE.
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Quadro 2 — Linhagens de Células Neoplasicas

Linhagem N Densidade de Meio de
ome N
Tumoral Inoculacéo Cultura
MOLT-4 Leucemia Linfoblastica Aguda 3x10* RPMI-1640
TOLEDO Linfoma de N&o - Hodgkin de Células B 10 x 104 RPMI-1640
HL-60 Leucemia Promielocitica Aguda 4x 104 RPMI-1640
HL-60-MX1 Leucemia Promielocitica Aguda Resistente 2 x10* RPMI-1640
K562 Leucemia Mielogénica Crdnica 1x104 RPMI-1640
MCF7 Adenocarcinoma de Mama 1x104 RPMI-1640
T47D Carcinoma Ductal de Mama 2 x 104 RPMI-1640
. DMEN Low
- - 4
SK-MEL-28 Melanoma Maligno 1x10 Glicose

Fonte: Adaptado de NIH, 2017.

Inicialmente, as células foram descongeladas, cultivadas e expandidas em
garrafas de cultura contendo o meio de cultura, enriquecido com 10% SFB, 3g/L de
bicarbonato de sddio e 200ug/mL de Penicilina/Estreptomicina. As linhagens foram
mantidas em estufa iUmida a 37 °C e 5% CO2, sendo realizada a manutencao e troca

do meio de cultura sempre que necessario.

5.7.5.2 Citotoxicidade em Linhagens Neoplasicas

Visando a avaliagdo da atividade antineoplasica dos novos derivados
heterociclicos, inicialmente foi realizando um screening em oito linhagens tumorais
para selecdo dos melhores compostos. Foi plaqueado em placa de 96 poc¢os, com a
quantidade de células/poco conforme sua densidade de inoculacdo (Quadro 2),
controle Branco, controle DMSO 0,01% e controle positivo de Doxorrubicina em
triplicata de pogos. Apos 24h, acondicionado na estufa umida, foram adicionados 0s
compostos na concentragcéo de 10 uM, incubados por mais 48h, seguido da adigdo da
solucdo de MTT e apos 3h foi acrescida a solu¢do de SDS a 20%. Aguardou-se 24h
para leitura da absorbancia por espectroscopia a 570 nm no leitor de microplacas
EL808 - Biotek®. A média da densidade o6tica dos pocos teste foi comparada com a

média do grupo controle para a determinagéo da viabilidade celular.
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A partir da média dos resultados de viabilidade adquiridos foi calculada a
concentracdo de composto necesséaria para 50% de inibicdo in vitro (ICso) e em
seguida foi calculado a estimativa do indice de seletividade (IS) através da razéo ICso
PBMC/ ICso linhagem tumoral, foram considerados seletivos, os compostos com IS

maior que 3.

5.7.5.3 Analise Estatistica

Os calculos de média, desvio padrao e viabilidade foram realizados utilizando
o programa Excel. O ICsp foi calculado a partir da média dos resultados da viabilidade
celular dos compostos com o auxilio do programa OriginPro8 (Originlab Corporation®,
EUA).

Os resultados foram analisados por teste t (Student), utilizando-se o programa
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software®, USA) considerado estatisticamente

significativa quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir estdo descritos os resultados, bem como as interpretacdes destes,

gue culminaram nas conclusdes deste estudo.
6.1 PROPOSTAS DE MECANISMOS PARA AS REAQOES ENVOLVIDAS

Nas secdes a seguir sdo descritos 0s provaveis mecanismos reacionais

atribuidos para as etapas de obtencéo das séries quimicas aqui estudadas.
6.1.1 Formacdo das ftalimidas

O mecanismo reacional proposto para as reacbes de formacdo do nucleo
ftalimida, presente nos compostos ora estudados, envolve a adi¢cdo do par de elétrons
néo ligante do nitrogénio da amina primaria (NH2) — da 4-metil-3-tiossemicarbazida e
a amina mais distante da tiocarbonila, no caso da tiossemicarbazida — ao carbono
carbonilico do anidrido ftalico (1).

O inicio se d& pelo rompimento da ligacdo n C=0 e a consequente formacéo
do intermediario tetraédrico (4). A ligacdo n volta a ser estabelecida a partir do
rompimento da ligagdo o C-O, com relaxamento da tensdo angular. O anel de cinco
membros restaurado apresenta tensdo endergonica, o que justifica a energia térmica
fornecida ao sistema durante a etapa lenta da reacdo. Com tudo, essa restauracéo
apenas € possivel porque o nitrogénio da ligacdo amida formada ainda contém um
par de elétrons ndo ligante, com adequadas geometria e distancia para o
desenvolvimento de um segundo ataque nucleofilico ao &tomo de carbono carbonilico
(sp?) do &cido carboxilico (5), conduzindo ao novo intermediario tetraédrico (7). A
reconstituicao da ligacdo =, eliminacdo de uma molécula de agua e formacéo do anel
de cinco membro do grupamento ftalimida, finalizam o mecanismo proposto, conforme

ilustrado no Esquema 5, onde é exemplificada a obtencdo do composto 1a’”.
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Esguema 5 — Mecanismo de reacao proposto para a formacéao das ftalimidas
(exemplo do composto 1a).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.2 Ciclizac&o dos 1,3-tiazois

A obtencédo dos derivados 1,3-tiazois foi através de reagfes entre tioamidas e
a-halo-cetonas substituidas. Neste caso, € proposto 0 mecanismo de reacdo onde
acontece um ataque nucleofilico, dos elétrons néo ligantes do enxofre da tioamida (1)
ao carbono ligado ao halogénio da a-halo-cetona (2). Posteriormente ocorre um
rearranjo eletrébnico da estrutura formada, apés perda do hidrogénio ligado ao
nitrogénio. Segue-se com um segundo ataque nucleofilico, neste caso do nitrogénio
ao carbono da carbonila. A etapa € finalizada com as perdas de uma molécula de
agua e de um hidrogénio pelo carbono vizinho. Resultante deste processo, ocorre a
formacéo de uma ligagdo = entre carbonos e a formagéo do heterociclo®” (Esquema
6).
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Esquema 6 — Mecanismo de reac&o genérico proposto para as ciclizacées dos 1,3-
tiazois (Exemplos dos compostos série 2a-n).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.1.3 Formacdao das tiossemicarbazonas

Reacbes de condensacdo entre um aldeido ou uma cetona com
tiossemicarbazidas, em catalise &cida, produz tiossemicarbazonas. O mecanismo
esta ilustrado no Esquema 7. A primeira etapa consiste na captacdo de um proton
pela carbonila (1). Em seguida ocorre a adicdo do nitrogénio nucleofilico oriundo da
amina mais distantes da tiocarbonila da tiossemicarbazona (2). A seguir, 0 proton
ligado ao nitrogénio € removido pela base recém-formada enquanto o oxigénio é
protonado (3) outra vez. Apds, uma molécula de agua € eliminada com formacé&o do
correspondente ion iminio (5). A Ultima etapa consiste na remogé&o do outro hidrogénio

acidico ligado ao nitrogénio e formacéo da tiossemicarbazona (5a) (Esquema 7).
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Esquema 7 — Mecanismo de reacao genérico proposto para as formacdes das
tiossemicarbazonas (Exemplos do composto 5a).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.2 OBTENCAO E CONFIRMACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS

A seguir estdo apresentados os resultados referentes a parte quimica deste
trabalho.

6.2.1 Ftalimido-tiossemicarbazidas (1a e 1b)

Na obtencao das séries de compostos (2a-n, 3a-i e 4a-b) foram primeiramente
produzidas as duas ftalimido-tiossemicarbazidas (1a e 1b). Estas foram sintetizadas
partindo da condensacao entre o anidrido ftalico com a tiossemicarbazida ou a 4-metil-
3-tiossemicarbazida, para os compostos la e 1b, respectivamente (Figura 14). Estes

reagentes foram adquiridos de fontes comerciais.

Figura 14 — Reacao de obtencao das ftallimido-tiossemicarbazidas (1a-b).

o] 0O S R’
S /
NH
o + HzN\N/U\N,W — N—NH
H H
Anidrido g . . . o) 1a: H
Ftalico Tiossemicarbazidas 1b: Me

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os compostos la e 1b, derivados ftalimido-tiossemicarbazida, foram
preparados sob refluxo e aguecimento, usando como solvente DMF. Os produtos
obtidos, apds encerradas as reacgles, foram precipitados com adicdo de agua
destilada obtendo-se ambos na forma de sdélidos cristalinos brancos. Em seguida
estes foram caracterizados por técnicas espectroscopicas (IV, RMN de H e 3C) e
espetrométrica (HRSM).

Algo que é interessante ressaltar é a otimizagéo destas reagdes, tendo em vista
que esta condensacgdo foi descrita com uso de catalizador e purificagdo em
propanona®’-79-8% No entanto foram obtidos rendimentos semelhantes e mesmo tempo
reacional sem uso da catalise.

Os compostos 1a e 1b foram preparados em grandes quantidades (mais de 59)
tendo em vista que sao intermediarios de sintese da maioria dos compostos
planejados. As reagdes aconteceram em torno de 4 horas e os rendimentos variaram
em torno de 60%. Estes tiveram confirmadas suas estruturas e a formag&o do nucleo

ftalimida. A seguir estd exemplificada a caracterizacdo, por RMN, do composto 1a.
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A Figura 15 apresenta o espectro de RMN 'H do composto 1a. Os hidrogénios
aromaticos estdo localizados no multipleto localizado em 7.9 ppm. Os dois singletos
localizados em 8.2 e 8.3 ppm sao referentes aos dois hidrogénios da amina primaria
(NH2) que estdo em ambientes quimicos diferentes. Este fendbmeno é caracteristico
de tiossemicarbazidas ndo substituidas nesta posi¢do. Por ultimo observa-se o

singleto integrando para um hidrogénio referente a amina secundaria (NH).

Figura 15 — Espectro de RMN — 'H do composto 1a.
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0
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H
0o
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(s, 1H, NH) \ |
|

300 MHz, DMSO-ds
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 16 esta representado o espectro de RMN 3C do 1a. Com auxilio do
espetro de DEPT identificam-se os sinais em 123.52 e 134.92 ppm como referentes
aos carbonos aromaticos ligados a um hidrogénio (carbonos metinicos). Ja o sinal em
130.01 ppm é referente aos carbonos quaternérios do anel aroméatico. Os carbonos
carbonilicos (C=0) ressoaram em 165.14 ppm (C=0). Finalizando esta analise
identifica-se o sinal em 182.48 ppm advindo da ressonancia do carbono tiocarbonilico
(C=S).
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Figura 16 — Espectro de RMN — 3C do composto 1a.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.2 Ftalimido-1,3-tiazdis (2a-n e 3a-i)

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®'. Nesta metodologia as reacdes sdo desenvolvidas em
agitacdo magnética sob refluxo. Esta rota € de facil execucao, apresentando bons
rendimentos, além de mostrar-se compativel para o preparo de inGmeros compostos.

No entanto 0 nosso grupo otimizou o protocolo de Hantzsch e partindo também
dos relatos de Zang et al. (2012) a ciclizacdo dos tiazois foi conduzida em um banho
de ultrassom (40 MHz, 60 min), com 2-propanol como solvente, a temperatura
ambiente®-84, Esta mudanca das condicdes reacionais tornou o procedimento mais
rapido e com rendimentos semelhantes aos do método descrito por Hantzsch. As a-

halo-cetonas utilizadas foram adquiridas de fontes comerciais (Figura 17).
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Figura 17 — Reacao de obtencao dos ftalimido-1,3-tiazéis (2a-n e 3a-i).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As estruturas dos derivados ftalimido-1,3-tiazéis 2a-n e 3a-i foram confirmadas
por IV, RMN (*H, 3C e DEPT) e HRMS ou UPLC-MS. A andlise dos espectros de RMN
de 'H e 3C dos compostos permitiu verificar os sinais referentes ao metino na posicéo
C5 do anel tiazdlico, que € diagndstico para esta classe de compostos heterociclicos.
No RMN de *3C, o carbono referente a este metino é de facil localizacéo, tendo & = 95
-117 ppm.

As Figura 18 e Figura 19 correspondem aos espetros de RMN 'H e 13C do
composto 3b. Exemplificando os demais espectros das séries.

A Figura 18 apresenta o espectro de RMN *H onde foi constatada a presenca
de dois singletos em 3.37 e 3.81 ppm, integrando para trés hidrogénios cada um,
referente a metila e a metoxila, respectivamente. Em 6.41 ppm, observa-se um
singleto integrando para um hidrogénio da posicao C5 do nucleo tiazol. Também estao
presentes dois dubletos nos intervalos de 7.05-7.07 e 7.47-7.49 ppm, 0S quais
apresentam constante de acoplamento J = 8 Hz e integram para dois hidrogénios
aromaticos cada. E por fim observa-se o multipleto no intervalo de 7.87-7.93

integrando para quatro hidrogénios aromaticos.



71

Figura 18 — Espectro de RMN — *H de 3b.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 19 corresponde ao espetro de RMN 3C no qual, com auxilio da
analise do espetro DEPT, observa-se: em 33.56 ppm o sinal correspondente ao
carbono da metila; em 55.34 ppm o sinal da metoxila; em 97.67 ppm o sinal de um
carbono metinico que confirma a formacéo do anel tiazol; em 114.29, 123.15, 130.50
e 134.70 ppm estao os sinais referentes aos metinos aromaticos; em 122.01, 130.08
e 140.97 ppm os picos indicativos dos carbonos quaternérios aroméaticos; ja em 160.16
ppm o carbono quaternario do anel tiazol; em 164.58 ppm o sinal das carbonilas
(C=0); e por fim em 172.20 ppm o pico referente ao carbono do tiazol que esta ligado

ao enxofre e ao nitrogénio (S-C=N).
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Figura 19 — Espectro de RMN — 3C de 3b.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para trés dos compostos da série 2a-n (2e, 2f e 2g) foram obtidos cristais, 0s
quais sdo apresentados na Figura 20: Ao analisar as estruturas obtidas pode-se
concluir que os compostos desta série apresentam as estruturas planejadas,
confirmando também que a conformacdo predominante apresenta a dupla ligacao

endociclica ao anel 1,3-tiazol.
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Figura 20 — Estruturas moleculares dos compostos 2e, 2f e 2g
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2.3 Ftalimido-5-acetil-1,3-tiazéis (4a e 4b)

Para as ciclizagbes dos 1,3-tiaz0is substituidos na posicdo C5 com um
grupamento acetil (4a-b), foram utilizados os respectivos compostos 1a ou 1b e a 3-
cloro-2,4-propanodiona, de origem comercial (Figura 21). Esta reacdo nao obtive
resultados satisfatorios utilizando o protocolo descrito para a obtencdo dos demais

tiaz6is aqui estudados.
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Frente a isto, seguiu-se a rota apresentada por Liaras et al. (2011), obtendo
assim os compostos 4a e 4b, utilizando propanona como solvente sob refluxo e
agitacdo magnética. Assim como reportado por estes autores, ap0s tempo reacional
de 1,5 horas o produto formado precipitou e as reacfes foram enceradas, sendo este

filtrado e seco a vacuo®.

Figura 21 — Reacdao de obtencéo dos ftalimido-5-acetil-1,3-tiazoéis (5a-b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os compostos 4a e 4b também foram obtidos em maiores escalas (mais de 5q)
tendo em vista que sdo intermediarios de sintese de grande parte dos produtos
planejados. As reacdes apresentaram rendimentos de 60 e 58%, respectivamente.
Estes tiveram confirmadas suas estruturas conforme é exemplificado, a seguir com a
caracterizacdo do composto 4b.

Na Figura 22 pode-se constatar a presenca de trés singletos referentes as
metilas em 2.36, 2.58 e 3.54 ppm, integrando para trés hidrogénios cada um, e um
multipleto, que integra para os quatro hidrogénios aromaticos, no intervalo de 7.84-

7.89 ppm.



Figura 22 — Espectro de RMN — 'H de 4b.
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Na Figura 23 podem-se encontrar os sinais: das metilas em 13.66, 29.45 e

31.85 ppm; do carbono C5 do anel tiazol em 113.03 ppm; dos metinos arométicos em

123.12 e 134.60 ppm; dos carbonos quaternarios aromaticos da ftalimida em 130.14

ppm; do carbono C4 do tiazol em 146.93 ppm; das carbonilas (C=0) da ftalimida em

163.97 ppm; do carbono do tiazol que esta ligado ao enxofre e ao nitrogénio (S-C=N)

em 170.14 ppm; e do C=0 do grupo acetil em 188.35.

Figura 23 — Espectro de RMN — 3C de 4b.
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6.2.4 Ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazois (5a-d)

A obtencédo dos derivados ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazois (5a-d) foi
executada partindo dos compostos 4a e 4b reagindo com a tiossemicarbazida ou a 4-
metil-3-tiossemicarbazida (Figura 24), com catalise de &cido sulfdrico. As reactes

foram lancadas em ultrassom a temperatura ambiente.

Figura 24 — Reacao de obtenc&o dos ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazois (5a-
d).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A 4-metil-3-tiossemicarbazida usada para a obtencdo dos compostos 5¢ e 5d
foi sintetizada utilizando como reagentes dissulfeto de carbono, metilamina e hidrato
de hidrazina, em meio aquoso com catdlise de trietilamina®® (Figura 25).

Figura 25 — Reacéo de obtencédo da 4-metil-3-tiossemicarbazida.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os derivados ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazéis (5a-d) tiveram suas
estruturas confirmadas. Como exemplo da elucidacao estrutural e comprovagéo que
a ligacdo hidrazbnica se formou estdo apresentados a seguir os espectros de IV
(Figura 26), RMN H (Figura 27) e RMN 3C (Figura 28) do composto 5d.
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Em relagdo aos dados da espectroscopica na regido do infravermelho da
molécula 5d, descritos na Figura 27, pode-se evidenciar as bandas entre 3.300 e
3400 cm como sinais de estiramento de NH. J& na frequéncia de 1708.93 cm™ uma
banda caracteristica do estiramento das duas carbonilas (C=0) simétricas presentes

em imidas ciclicas.

Figura 26 — Espectro de |V do derivado ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-tiazol
(5d).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 27 foi constatada a presenca de trés singletos em 2.25, 2.41 e 3.48
ppm, integrando cada um para trés hidrogénios, referente a trés das metilas presentes
na molécula. Os outros trés hidrogénios metilicos ressoaram em forma de dubleto no
intervalo de 2.89-2.90 com J = 4 Hz. Ja no intervalo de 7.78-7.81 ppm, observa-se
um guarteto, com J = 4 Hz, correspondente ao hidrogénio de um grupamento NH. Os
quatro hidrogénios aromaticos da ftalimida estdo situados no multipleto entre 7.84—
7.89 ppm, que integra para quatro. Por fim é percebido um singleto em 10.22 ppm

referente a outro hidrogénio NH.
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Figura 27 — Espectro de RMN — 'H do composto ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-

tiazol (5d).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 28 corresponde ao espetro de RMN 3C no qual, com auxilio da
analise do DEPT, observa-se: em 13.68, 16.91, 31.16 e 31.55 ppm os sinal
correspondente as metilas; em 111.00 ppm o sinal do carbono C5 do anel tiazol; em
123.04 e 134.50 ppm estdo os sinais referentes aos metinos arométicos; em 130.33
ppm o pico indicativo de carbono quaternario aromatico; em 137.87 ppm o carbono
quaternario C4 do anel tiazol; em 143.91 ppm o carbono da hidrazona (C=N), sendo
este diagnostico da formacdo do produto desejado; em 164.61 ppm o sinal das
carbonilas (C=0); em 170.25 ppm os pico referente aos carbonos C2 do tiazol (S-

C=N); e em 178.10 ppm o sinal da tiocabonila (C=S).
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Figura 28 — Espectro de RMN — 13C do composto ftalimido-5-tiossemicarbazona-1,3-
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6.2.5 Ftalimido-bis-1,3-tiazois
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(6al-6d7)

Partindo dos compostos 5a-d, foi obtida uma série contendo 28 ftalimido-

bis-1,3-tiaz6is (6al-6d7). A nova ciclizacdo que origina 0 segundo tiazol destas

moléculas € estabelecida ao nivel da tioamida na por¢cédo tiossemicarbazona dos

compostos 5a-d, via cicloadigcdo com a-halo-cetonas (Figura 29). O solvente utilizado

foi 2-propanol e as reac¢des foram lancadas em ultrassom a temperatura ambiente. Os

precipitados formados foram filtrados e seco sob vacuo.
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Figura 29 — Reacao de obtencao dos ftalimido-bis-1,3-tiazéis (6al-6d7).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Todos os 28 novos derivados ftalimido-bis-1,3-tiaz6is (6al-6d7) foram
sintetizados e caracterizados. Os espectros de IV, (Figura 30) RMN 'H (Figura 31) e
RMN 13C (Figura 32) do composto 6d4, foram selecionados a titulo de ilustracéo para
esta série.

Em relacdo aos dados da espectroscopica na regido do infravermelho da
molécula 6d4, descritos na Figura 30, pode-se evidenciar na frequéncia de 1720.50
cm? uma banda caracteristica do estiramento das duas carbonilas simétricas
presentes em imidas ciclicas. J4 as bandas em 1514.12 cm™ e em 1342.46 cm
correspondem, respectivamente, aos estiramentos assimétrico e simétrico do

grupamento p-nitro aromatico.
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Figura 30 — Espectro de IV do derivado ftalimido-bis-1,3-tiazol (6d4).
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Pastilhas de KBr
Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 31 apresenta o espectro de RMN 'H onde foi constatada a presenca
de quatro singletos em 2.38, 2.47, 3.31 e 3.49 ppm, integrando cada um para trés
hidrogénios, referente as metilas presentes na molécula. Em 6.52 ppm, observa-se
um singleto integrando para um hidrogénio da posicdo C5 do nucleo tiazol formado na
Gltima etapa, sendo este diagndstico da formacao do produto desejado. Nos sinais
entre o intervalo de 7.85—-7.91 ppm, observa-se um multipleto integrando para quatro
hidrogénios aromaticos do anel ftalimida. Ja nos sinais em 7.76 e 8.29 séo observados
dois dubleto, ambos com J = 8 Hz, acoplando para dois hidrogénios aromaticos cada

um.
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Figura 31 — Espectro de RMN — 'H do derivado ftalimido-bis-1,3-tiazol (6d4).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 32 corresponde ao espetro de RMN 3C no qual, com auxilio da
andlise do DEPT, observa-se: em 13.54, 16.17, 31.39 e 33.69 ppm os sinal
correspondente as metilas; em 103.07 ppm o sinal de um carbono metinico que
confirma a formacéo do anel tiazol; jA em 112.88 ppm o carbono quaternario C5 do
anel 1,3-tiazol central da molécula; em 123.14, 123.89, 129.62, 134.61 ppm estdo os
sinais referentes aos metinos aromaticos; em 130.18, 136.02 e 136.56 ppm 0s picos
indicativos de carbonos quaternarios aromaticos; em 138.65 ppm o carbono da
hidrazona (C=N); em 147.38 e 149.23 ppm os sinais referentes aos carbonos C4 dos
grupamentos 1,3-tiazois; em 164.56 ppm o sinal das carbonilas (C=0); e por fim em
167.96 e 170.50 ppm os pico referente aos carbonos C2 dos tiazoéis que estéo ligados

a enxofre e nitrogénio (S-C=N).
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Figura 32 — Espectro de RMN — 13C do derivado ftalimido-bis-1,3-tiazol (6d4).
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6.3 DADOS ESPECTROSCOPICOS

1-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)tioureia (1a)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais brancos; PF: 210-211°C; Rend.: 58%; Rr.

0.63 (Acetato de etila / Hexano 7:3).

IV (KBr), principais sinais: 3475.39 (NH2), 3201.18 (NH), 1727.56 (C=0) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-ds) 6 ppm: 7.9 (m, 4H, Ar), 8.2 (s,1H, NH2), 8.3 (s, 1H,
NH2), 9.7 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: & 123.53 (C-H, Ar), 130.01 (C, Ar),
134.92 (C-H, Ar), 165.14 (C=0), 182.48 (C=S).

HRMS: 222.2530 [M+H]".
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1-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)-3-metiltioureia (1b)

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

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.86 (s, 3H, CH3), 7.91-7.97 (m, 4H, Ar), 8.55
(s, 1H, NH), 9.73 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) § ppm: 30.08 (CHs), 123.53 (C-H, Ar),
129.92 (C, Ar), 135.00 (C-H, Ar), 165.34 (C=0), 182.08 (C=S).

Massa: Ci10HoN302S Exact Mass: 235,0415 g/mol
HRSM: 236,1031 [M+H]*
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2-(4-(clorometil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2a)

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

Anélise Elementar para Ci2HsCIN3O2S: Teodrico: 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-ds) & ppm: 4.54 (s, 2H, CH2), 7.03 (s, 1H, tiazol), 7.93-
7.99 (M, 4H, Ar), 10.54 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 41.1 (CH2), 109.8 (CH, tiazol), 123.9
(CH, Ar), 129.4 (C, Ar), 135.4 (CH, Ar), 147.1 (C, tiazol), 165.6 (C=0), 168.3 (S-C=N,

tiazol).

HRSM: 294.0097 [M+H]*
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2-(4-feniltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2b)

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

Anédlise Elementar para Ci17H11N302S: 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-de) & ppm: 7.25 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Ar), 7.33 (t, J = 7.4 Hz,
2H, Ar), 7.38 (s, 1H, tiazol), 7.70 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Ar), 7.95-8.02 (m, 4H, Ar), 10.65
(s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-de) & ppm: 104.8 (CH, tiazol), 123.8 (CH, Ar),
125.5 (CH, Ar), 127.7 (CH, Ar), 128.6 (CH Air) 129.3 (C, Ar), 133.9 (C, Ar), 135.4 (CH,

Ar), 149.9 (C, tiazol), 165.5 (C=0), 167.6 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 322.0619 [M+H]".
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2-(4-p-toluiltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2c)
o]
S
\
N\NA}Q\
o H

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo-claros; PF: 214-216 °C;
Rend.: 37%; R 0.65 (Hexano / Acetato de etila 1:1)

Anédlise Elementar para CisHi13N302S: Tedrico: 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-ds) & ppm: 2.26 (s, 3H, CHs), 7.14 (d, J = 6.8 Hz, 2H, Ar),
7.30 (s, 1H, tiazol), 7.59 (d, J = 6.8 Hz, 2H, Ar), 7.99 (m, 4H, Ar), 10.41 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 20.8 (CHs), 103.9 (CH, tiazol), 123.9
(CH, Ar), 125.5 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 129.3 (C, Ar), 131.4 (C, Ar), 135.4 (C, Ar),

137.1 (C, Ar), 150.2 (C, tiazol), 165.6 (C=0), 167.5 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 336.0812 [M+H]".
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2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2d)

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

Anédlise Elementar para CisHi13N3O3S: 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-ds) & ppm: 1.025 (s, 3H, CHa), 6.90 (d, J = 11.6 Hz, 2H,
Ar), 7.20 (s, 1H, tiazol), 7.62 (d, J = 11.6 Hz, 2H, Ar), 7.98 (m, 4H, Ar), 10.72 (s, 1H,
NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6) & ppm: (CHs), 102.7 (CH, tiazol), 114.0 (CH,
Ar), 123.9 (CH, Ar), 126.7 (C, Ar), 127.0 (CH, Ar), 129.4 (C, Ar), 135.4 (CH, Ar), 149.5

(C, tiazol), 158.6 (CO, Ar), 165.6 (C=0), 167.6 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 352.0825 [M+H]".
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2-(4-(4-fluorfenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2e)

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

Anélise Elementar para C17H10FN302S: Teodrico: 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-ds) & ppm: 7.17 (d, J = 17.6 Hz, 2H, Ar), 7.37 (s, 1H,
tiazol), 7.73 (d, J = 14.0 Hz, 2H, Ar), 7.99 (m, 4H, Ar), 10.42 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 104.6 (CH, tiazol), 115.4 (CH, Ar),
115.6 (CH, Ar), 123.9 (CH, Ar), 127.5 (CH Air) 129.3 (C, Ar), 135.4 (CH, Ar), 160.4 (C,

tiazol), 162.9 (CF, Ar), 165.5 (C=0), 167.6 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 340.0566 [M+H]".
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2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2f)

0
S
Q} PSS
H
(0]

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

Anélise Elementar para C17H10CIN3O2S: Teodrico: 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-ds) & ppm: 7.39 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ar), 7.46 (s, 1H, tiazol),
7.72 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar). 7.99 (m, 4H, Ar), 10.46 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 105.7 (CH, tiazol), 123.9 (CH, Ar),
127.3 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.3 (C, Ar) 132.2 (C, Ar), 132.9 (C, Ar), 135.4 (CCl,

Ar), 148.9 (C, tiazol), 165.5 (C=0), 167.7 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 356.0260 [M+H]".
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2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (29)

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

Anédlise Elementar para Ci7H10BrN3O2S: 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-ds) & ppm: 7.47 (s, 1H, tiazol), 7.53 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
Ar), 7.65 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ar), 7.96 (m, 4H, Ar), 10.46 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 105.8 (CH, tiazol), 120.8 (CH, Ar),
123.9 (CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 129.3 (C, Ar) 131.6 (C, Ar), 135.4 (CBr, Ar), 148.9 (C,

tiazol), 165.5 (C=0), 167.7 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 401.9764 [M+H]".
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2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2h)

o]
P\
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 239-240 °C; Rend.: 41%;
Rt 0.45 (Hexano / Acetato de etila 6:4)

Anédlise 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-ds) & ppm: 7.77 (s, 1H, tiazol), 7.97 (m, 4H, Ar), 8.02 (d,
J =8.8 Hz, 2H, Ar), 8.21 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Ar), 10.54 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 109.6 (CH, tiazol), 123.9 (CH, Ar),
124.1 (CH, Ar), 126.4 (CH, Ar), 129.3 (CN Ar), 135.4 (CH, Ar), 139.9 (C, Ar), 146.3 (C,

Ar), 147.9 (C, tiazol), 165.4 (C=0), 168,0 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 367.0517 [M+H]*
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2-(4-(bifenil-4-il)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2i)

(0]

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

Anédlise Elementar para C23HisN302S: 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-de) § ppm: 7.35 (s, 1H, tiazol), 7.48 (t, J = 10.0 Hz, 1H,
Ar), 7.63 (m, 4H, Ar), 7.72 (d, J = 11.6 Hz, 2H, Ar), 7.82 (m, 4H, Ar) 7.96 (d, J = 11.6
Hz, 2H, Ar), 10.65 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 103.4 (CH, tiazol), 126.5 (CH, Ar),
126.9 (CH, Ar), 127.5 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar) 128.9 (CH, Ar), 130.1 (CH, Ar), 131.5
(CH, Ar), 133.9 (C, Ar), 136.1 (CH, Ar), 138.9 (C, Ar), 139.7 (C Ar), 150.2 (C, tiazol),
167.6 (C=0), 168.3 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 398.0958 [M+H]*
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2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2j)
S
\
woay
(0}

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

Anélise Elementar para C21H13N302S: 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-ds) 8 ppm: 7.47 (t, 2H, Ar), 7.53 (s, 1H, tiazol), 7.87 (d, J
= 11.6 Hz, 4H, Ar), 8.03 (m, 4H, Ar), 8.23 (s, 1H, Ar), 10.48 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 105.5 (CH, tiazol), 123.9 (CH, Ar),
124.2 (CH, Ar), 126.1 (CH, Ar), 126.4 (CH, Ar) 127.1 (CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 128.1
(CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 129.3 (C, Ar), 131.5 (C, Ar), 132.5 (C, Ar), 132.9 (C, Ar),
135.4 (CH, Ar), 150.1 (C, tiazol), 165.6 (C=0), 167.9 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 367.0517 [M+H]*.
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2-(4-(3-nitrofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2k)

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

Andlise Elementar para Ci7H10N4O4S: Tedrico: 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-ds) & ppm: 7.65 (t, J = 7,2 Hz, 1H, Ar), 7.73 (s, 1H, tiazol),
8.00 (m, 4H, Ar), 8.13 (m, 2H, Ar), 8.48 (s, 1H, Ar) 10.36 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 107.7 (CH, tiazol), 119.9 (CH, Ar),
122.3 (CH, Ar), 123.9 (CH, Ar), 129.3 (CN, Ar) 130.3 (CH, Ar), 131.7 (CH, Ar), 135.5

(CH, Ar), 147.7 (C, Ar), 148.2 (C, tiazol), 165.5 (C=0), 168.2 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 367.0517 [M+H]".
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2-(4-(3,4-diclorofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2I)

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

Analise Elementar para C17HoCI2N3O2S: Teodrico: 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-ds) & ppm: 7.52 (s, 1H, tiazol), 7.62 (s, 1H, Ar), 7.68 (d,
J=2.1Hz, 1H, Ar), 7.94 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar), 8.00 (m, 4H, Ar), 10.51 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 107.1 (CH, tiazol), 123.9 (CH, Ar),
127.1 (CH, Ar), 129.3 (CCl, Ar), 129.5 (CH, Ar), 130.9 (CCI, Ar), 131.4 (C, Ar), 134.5
(CH, Ar), 135.4 (C, Ar), 136.0 (CH, Ar), 147.9 (C, tiazol), 165.4 (C=0), 167.9 (S-C=N,

tiazol).

HRMS: 356.0260 [M+H]*.
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2-(4-(2,4-diclorofenil)tiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2m)

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

Analise Elementar para C17HoCI2N3O2S: Teodrico: 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-de) & ppm: 7.41 (d, J = 7.2 Hz, 1H, Ar), 7.45 (s, 1H, tiazol),
7.63 (s, 1H, Ar), 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar). 7.97 (m, 4H, Ar), 10.46 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 110.4 (CH, tiazol), 123.8 (CH, Ar),
127.5 (CH, Ar), 129.3 (CCI, Ar), 129.7 (CH, Ar), 131.5 (CCl, Ar), 131.5 (C, Ar), 132.1
(CH, Ar), 132.7 (C, Ar), 135.4 (CH, Ar), 145.4 (C, tiazol), 165.4 (C=0), 166.7 (S-C=N,

tiazol).

HRMS: 356.0260 [M+H]*.
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2-(4-(4-bromofenil)-5-metiltiazol-2-ilamino)isoindolino-1,3-diona (2n)

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

Andlise Elementar para CisH12BrN3O2S: 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-ds) & ppm: 2.36 (s, 3H, CHs), 7.41 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar),
7.55 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar), 7.96 (m, 4H, Ar), 10.23 (s, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 12.1 (CHa), 119.3 (CH, tiazol), 120.4
(C, Ar), 123.8 (CH, Ar), 129.3 (C, Ar), 129.8 (CH, Ar), 131.2 (CH, Ar), 133.7 (CBr, Ar),

135.3 (CH, Ar), 143.9 (C, tiazol), 163.5 (C=0), 165.5 (S-C=N, tiazol).

HRMS: 401.9764 [M+H]".
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2-((3-metil-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (3a)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 236-237 °C; Rend.:36%.

IV (KBr), principais sinais: 1741.72 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3.38 (s, 3H, CHa), 6.46 (s, 1H, tiazol), 7.53—
7.56 (m, 5H, Ar), 7.87—7.88 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.54 (CHs), 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 (C=0), 172.30 (S-C=N,

tiazol).

Massa: C1sH13N302S Exact Mass: 335,0728 g/mol
MS (ESI), m/z: 336.2 [M+H]*
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2-((4-(4-metoxifenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (3b)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo claro; PF: 262-263 °C;
Rend.: 60%.

IV (KBr), principais sinais: 1743.65 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3.37 (s, 3H, CHz), 3.81 (s, 3H, OCH3), 6.41
(s, 1H, tiazol), 7.05-7.07 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.47-7.49 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.87—
7.93 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.56 (CH3), 55.34 (OCHs3), 97.67
(C-H, tiazol), 114.29 (C-H, Ar), 122.01 (C, Ar), 123.15 (C-H, Ar), 130.08 (C, Ar), 130.50
(C-H, Ar), 134.70 (C-H, Ar), 140.97 (C, Ar), 160.16 (C, tiazol), 164.58 (C=0), 172.20
(S-C=N, tiazol).

Massa: Ci9H15N303S Exact Mass: 365,0834 g/mol
MS (ESI), m/z: 366.2 [M+H]*
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2-((4-(4-fluor-fenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (3c)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Solido cristalino amarelo; PF: 208-209 °C; Rend.:
55%.

IV (KBr), principais sinais: 1705.07 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3.35 (s, 3H, CH3), 6.44 (s, 1H, tiazol), 7.34-
7.39 (m, 2H, Ar), 7.61-7.65 (m, 2H, Ar), 7.85—-7.90 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.32 (CHs), 98.03 (C-H, tiazol),
115.99 (C-H, Ar), 123.05 (C-H, Ar), 126.46 (C, Ar), 130.17 (C, Ar), 131.44 (C-H, Ar),
134.60 (C-H, Ar), 139.84 (C, Ar), 160.16 (C, tiazol), 164.61 (C=0), 172.23 (S-C=N,

tiazol).

Massa: CisH12FN302S Exact Mass: 353,0634 g/mol
MS (ESI), m/z: 353.2 [M+H]*
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2-((4-(4-clorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolina-1,3-diona (3d)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Sélido cristalino amarelo; PF: 248 °C; Rend.: 55%.

IV (KBr), principais sinais: 1745.58 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3.37 (S, 3H, CHa), 6.41 (s, 1H, tiazol), 7.45—
7.46 (d, J = 4 Hz, 2H, Ar), 7.65-7.66 (d, J = 4 Hz, 2H, Ar). 7.97-8.00 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 33.56 (CHs), 97.67 (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-CI, Ar), 148.854 (C, tiazol), 165.506 (C=0), 167.721
(S-C=N, tiazol).

Massa: Ci1sH12CIN3O2S Exact Mass: 369,0339 g/mol
MS (ESI), m/z: 370.2 [M+H]*; 368.2 [M-H]*
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2-((3-metil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (3e)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Sdélido cristalino alaranjado; PF: 237-238 °C;
Rend.: 60%.

IV (KBr), principais sinais: 1707.00 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3.37 (S, 3H, CH3), 6.41 (s, 1H, tiazol), 7.05-
7.07 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.47-7.49 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.87—7.93 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.32 (CHs), 98.03 (C-H, tiazol),
115.99 (C-H, Ar), 123.05 (C-H, Ar), 126.46 (C, Ar), 130.17 (C, Ar), 131.44 (C-H, Ar),
134.60 (C-H, Ar), 139.84 (C, Ar), 160.16 (C, tiazol), 164.61 (C=0), 172.23 (S-C=N,

tiazol).

Massa: Ci1sH12N4O4S Exact Mass: 380,0579 g/mol
MS (ESI), m/z: 381.2 [M+H]*.
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2-((4-(bifenil-4-il)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (3f)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Sdélido cristalino alaranjado; PF: 238-249 °C;
Rend.: 60%.

IV (KBr), principais sinais: 1714.72 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 3.44 (s, 3H, CHa), 6.52 (s, 1H, tiazol), 7.39—
7.43 (t, J = 7.2 Hz, 1H, Ar), 7.49-7.52 (t, J = 7.2 Hz, 2H, Ar), 7.65-7.67 (d, J = 7.6 Hz,
2H, Ar), 7.73-7.75 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Ar), 7.81-7.83 (d, J = 7.6, 2H, Ar), 7.88-7.89 (m,
4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.63 (CHs), 98.26 (C-H, tiazol),
123.10 (C-H, Ar), 126.78 (C-H, Ar), 127.07 (C-H, Ar), 127.95 (C-H, Ar), 128.94 (C, Ar),
129.06 (C-H, Ar), 129.47 (C-H, Ar), 130.16 (C, Ar), 134.64 (C-H, Ar), 139.18 (C, Ar),
140.69 (C, Ar), 141.16 (C, tiazol), 164.60 (S-C=N, tiazol), 172.35 (C=0).

Massa: C24H17N302S Exact Mass: 411,1041 g/mol
MS (ESI), m/z: 412.1 [M+H]*
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2-((3-metil-4-(naftalen-2-il)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (39)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Sélido cristalino alaranjado; PF: 230 °C;
Rend.: 60%.

IV (KBr), principais sinais: 1703.14 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 3.44 (s, 3H, CH3), 6.55 (s, 1H, tiazol), 7.62—
7.67 (m, 2H, Ar), 7.88 (s, 4H, Ar), 8.01-8.14 (m, 5H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.60 (CHs), 98.30 (C-H, tiazol),
123.05 (C-H, Ar), 125.91 (C-H, Ar), 126.86 (C-H, Ar), 127.18 (C-H, Ar), 127.66 (C-H,
Ar), 128.22 (C-H, Ar), 128.35 (C-H, Ar), 128.46 (C-H, Ar), 130.17 (C, Ar), 132.62 (C,
Ar), 132.91 (C, Ar), 134.58 (C-H, Ar), 140.91 (C, tiazol), 164.60 (S-C=N, tiazol), 172.36
(C=0).

Massa: C22H15sN303S Exact Mass: 385,0885 g/mol
MS (ESI), m/z: 386,1 [M+H]*
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2-((4-(3,4-diclorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona
(3h)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Sdélido cristalino alaranjado; PF: 278-279 °C;
Rend.: 60%.

IV (KBr), principais sinais: 1749.44 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 3.44 (s, 3H, CH3), 6.55 (s, 1H, tiazol), 7.62 (s,
1H, Ar), 7.67—7.68 (d, J = 4 Hz, 1H, Ar), 7.93-7.94 (d, J = 4 Hz, 1H, Ar), 7.96-8.04 (m,
4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.60 (CHs), 98.30 (C-H, tiazol),
123.86 (C-H, Ar), 127.07 (C-H, Ar), 129.29 (C-Cl, Ar), 129.49 (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).

Massa: CisH11Cl2N3O2S Exact Mass: 402,9949g/mol
MS (ESI), m/z: 403.2 [M+H]*; 401.2 [M-H]*
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2-((4-(2,4-diclorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona

(3i)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Sélido cristalino amarelo; PF: 226 °C;
Rend.: 55%.

IV (KBr), principais sinais: 1710.86 (C=0) cm™.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 ppm: 3.35 (s, 3H, CHz3), 6.44 (s, 1H, tiazol), 7.40—
7.41 (d, J =4 Hz, 1H, Ar), 7.62 (s, 1H, Ar), 7.64-7.65 (d, J = 4 Hz, 1H, Ar). 7.95-7.98
(m, 4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6) & ppm: 33.32 (CHs), 98.03 (C-H, tiazol),
123.82 (C-H, Ar), 127.52 (C-H, Ar), 129.33 (C-Cl, Ar), 129.73 (C-H, Ar), 131.51 (C-Cl,
Ar), 131.54 (C, Ar), 132.10 (C-H, Ar), 132.69 (C, Ar), 135.36 (C-H, Ar), 145.35 (C,
tiazol), 165.44 (C=0), 166.66 (S-C=N, tiazol).

Massa: CisH11Cl2N3O2S Exact Mass: 402,9949g/mol
MS (ESI), m/z: 403.2 [M+H]*; 401.2 [M-H]*
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2-((5-acetil-4-metiltiazol-2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (4a)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais brancos; PF: 247-248 °C; Rend.: 60%;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.38 (s, 3H, CHs), 2.42 (s, 3H, CHa), 7.92—
7.98 (M, 4H, Ar), 11.04 (sl, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 17.43 (CHs), 29.37 (CHs), 122.53
(C5, tiazol), 123.73 (C-H, Ar), 129.50 (C, Ar), 135.24 (C-H, Ar), 153.89 (C4, tiazol),
164.79 (C=0, ftalimida), 169.25 (S-C=N, tiazol), 189.20 (C=0, acetil).

Massa: C14H11N303S Exact Mass: 301.0521 g/mol
MS (ESI), m/z: 302.1 [M+H]*; 300.3 [M-H]*
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2-((5-acetil-3,4-dimetiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (4b)

Qj
o]
S
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b \

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 228-229 °C; Rend.: 58%;

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.36 (S, 3H, CHa), 2.58 (s, 3H, CHs), 3.54 (s,
3H, CHa), 7.84-7.89 (m, 4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 13.66 (CHs), 29.45 (CHs), 31.85
(CHs), 113.03 (C5, tiazol), 123.12 (C-H, Ar), 130.14 (C, Ar), 134.60 (C-H, Ar), 146.93
(C4, tiazol), 163.97 (C=0, ftalimida), 170.14 (S-C=N, tiazol), 188.35 (C=0, acetil).

Massa: Ci1sH13N303S Exact Mass: 315.0678 g/mol
MS (ESI), m/z: 316.2 [M+H]*
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2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)amino)-4-metiltiazol-5-il)etilideno)hidrazino-1-

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

carbotioamida (5a)

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, CHz), 7.20 (s,
1H, NH2), 7.91-7.97 (m, 4H, Ar), 8.15 (s, 1H, NH2), 10.30 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.25 (CHs), 16.99 (CHs), 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: CisH14aNeO2S2 Exact Mass: 374.0620 g/mol
MS (ESI), m/z: 375.1 [M+H]*; 373.3 [M-H]*
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2-(1-(2-((2,3-dioxoisoindolin-2-il)imino)-3,4-dimetil-2,3-dihidrotiazol-5-
il)etilideno)hidrazino-1-carbotioamida (5b)

N S
0 s HN
\ NH,
LA
o \

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-d6) & ppm: 2.24 (s, 3H, CHs), 2.41 (s, 3H, CHz), 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 (CHa), 16.65 (CHs), 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: Ci6H16N6O2S2 Exact Mass: 388.0776 g/mol
MS (ESI), m/z: 389.1 [M+H]*; 387.2 [M-H]*



113

2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)amino)-4-metiltiazol-5-il)etilideno)-N-
metilhidrazino-1-carbotioamida (5c)

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) & ppm: 2.25 (s, 3H, CHs), 2.29 (s, 3H, CHa), 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-ds) & ppm: 16.44 (CHs), 17.02 (CHs), 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: Ci6H16NeO2S2 Exact Mass: 388.0776 g/mol
MS (ESI), m/z: 389.1 [M+H]*; 387.2 [M-H]*
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2-(1-(2-((1,3-dioxoisoindolin-2-il)imino)-3,4-dimetil-2,3-dihidrotiazol-5-
il)etilideno)-N-metilhidrazino-1-carbotioamida (5d)

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) & ppm: 2.25 (S, 3H, CHs), 2.41 (s, 3H, CHa), 2.89—
2.90 (d, J = 4 Hz, 3H, CHa), 3.48 (s, 3H, CHa), 7.78-7.81 (g, 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 (CHs), 16.91 (CHs), 31.16
(CHa), 31.55 (CH3), 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=9).

Massa: C17H18NsO2S2 Exact Mass: 402.0933 g/mol
MS (ESI), m/z: 403.1 [M+H]*; 401.3 [M-H]*
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2-((4-metil-5-(1-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2-il)amino)isoindolino-

1,3-diona (6al)
0 s |3|N—-<\ |
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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, CHa), 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, J = 7.2 Hz, 2H, Ar), 7.84—7.85 (m, 4H, Ar), 8.70 (sl, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.54 (CHa), 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: C23H18N6O2S2 Exact Mass: 474.0933 g/mol
MS (ESI), m/z: 475.2 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6a2)

o s an—4 |
I\ N
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais beges; PF: 230-233 °C; Rend.: 86%;
IV (KBr), principais sinais: 3138.18 (NH), 1712.79 (C=0) cm™.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 2.28 (s, 3H, CH3), 2.32 (s, 3H, CH3), 7.21 (s,
1H, tiazol), 7.23-7.25 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.85-7.88 (m, 2H, Ar), 7.93-7.99 (m, 4H,
A, 9.37 (sl, 1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.26 (CH3), 16.70 (CHs), 103.71
(C-H, tiazol), 115.30 (C5, tiazol), 115.52 (C-H, Ar), 120.31 (C, Ar), 123.68 (C-H, Ar),
127.51 (C-F, Ar), 129.54 (C-H, Ar), 131.02 (C4, tiazol), 135.19 (C-H, Ar), 142.80 (C=N),
165.00 (C=0), 166.34 (S-C=N, tiazol), 169.39 (S-C=N, tiazol).

Massa: C23H17FNsO2S2 Exact Mass: 492.0838 g/mol
MS (ESI), m/z: 493.2 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6a3)

%0 S ﬁN_Q]\@\
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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, CHzs), 2.32 (s, 3H, CH3), 7.32 (s,
1H, tiazol), 7.44-7.46 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.84-7.86 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.89-8.03
(m, 4H, Ar), 9.36 (sl, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.35 (CH3), 16.76 (CHs), 104.62
(C-H, tiazol), 120.23 (C5, tiazol), 123.75 (C-H, Ar), 127.11 (C-Cl, 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: C23H17CINeO2S2 Exact Mass: 508.0543 g/mol
MS (ESI), m/z: 509.1 [M+H]*
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2-((4-metil-5-(1-(2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6a4)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais vermelho escuro; PF: 243-244 °C; Rend.:
80%;

2

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

RMN de H (300 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.29 (s, 3H, CHa), 2.32 (s, 3H, CHa), 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 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 16.34 (CHzs), 16.69 (CHs3), 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: C23H17N704S2 Exact Mass: 519.0783 g/mol
MS (ESI), m/z: 520.1 [M+H]*; 518.3 [M-H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6a5)
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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, CHa), 2.31 (s, 3H, CHs), 3.78 (s,
3H, CHa), 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 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 16.32 (CHs), 16.90 (CHs), 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: C24H20N6eO3S2 Exact Mass: 504.1038 g/mol
MS (ESI), m/z: 505,1603 [M+H]*
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2-((4-metil-5-(1-(2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6a6)
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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) & ppm: 2.30 (s, 3H, CH3), 2.33 (s, 3H, CH3), 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 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d6) & ppm: 16.30 (CHa), 16.83 (CHs), 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).

Massa: C27H20N602S2 Exact Mass: 524.1089 g/mol
MS (ESI), m/z: 525.2 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(bifenil-4-ihtiazol-2-il)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6a7)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos claros; PF: 264-265 °C;
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, CHz), 7.32 (s,
1H, tiazol), 7.34-7.38 (t, J = 8 Hz, 1H, Ar), 7.45-7.49 (1, 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 (CHs), 16.33 (CHs), 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: C29H22N602S2 Exact Mass: 550.1246 g/mol
MS (ESI), m/z: 551.2 [M+H]*
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2-((3,4-dimethyl-5-(1-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b1)
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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, CH3), 2.33 (s, 3H, CHs), 3.49 (s,
3H, CHa), 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).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 13.48 (CHz3), 16.61 (CHs), 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: C24H20N602S2 Exact Mass: 488.1089 g/mol
MS (ESI), m/z: 489.1 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-3,4-dimetiltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b2)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos claros; PF: 248-249 °C;
Rend.: 87%;

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

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6) § ppm: 2.26 (S, 3H, CH3), 2.44 (s, 3H, CHs), 3.49 (s,
3H, CHa), 7.15 (s, 1H, tiazol), 7.18-7.23 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.81-7.91 (m, 6H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 13.45 (CHs), 16.61 (CHs), 31.58
(CHs), 103.60 (C-H, tiazol), 111.35 (C5, tiazol), 115.24 (C, Ar), 115.45 (C-H, Ar),
123.15 (C-H, Ar), 127.41 (C-F, Ar), 130.18 (C-H, Ar), 134.68 (C-H, Ar), 136.21 (C4,
tiazol), 142.14 (C=N), 160.35 (C, Ar), 164.54 (C=0), 169.18 (S-C=N, tiazol), 170.12
(S-C=N, tiazol).

Massa: C24H19FNsO2S2 Exact Mass: 506.0995 g/mol
MS (ESI), m/z: 507.2 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-3,4-dimetiltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b3)

0 ﬁN-—<\ |
N\N/J\N
J \ Cl

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais bege escuros; PF: 270-272 °C;
Rend.: 99%;

IV (KBr), principais sinais: 1710.86 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.25 (S, 3H, CHa), 2.44 (s, 3H, CHs), 3.49 (s,
3H, CHs), 5.49 (sl, 1H, NH), 7.24 (s, 1H, tiazol), 7.42—7.45 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar), 7.81—
7.83 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ar), 7.86—7.91 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.48 (CHs), 16.61 (CHs), 31.59
(CHa), 104.74 (C-H, tiazol), 111.29 (C5, tiazol), 123.09 (C-H, Ar), 127.13 (C-Cl, Ar),
128.55 (C-H, Ar), 130.18 (C-H, Ar), 131.92 (C, Ar), 134.61 (C-H, Ar), 136.25 (C4,
tiazol), 142.10 (C=N), 148.68 (C4, tiazol), 164.48 (C=0), 169.25 (S-C=N, tiazol),
170.08 (S-C=N, tiazol).

Massa: C24H19CINeO2S2 Exact Mass: 522,0699
MS (ESI), m/z: 523.1 [M+H]*; 521.5 [M-H]*
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2-((3,4-dimetil-5-(-1-(2-(4-(4-nitrofenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b4)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo escuros; PF: 266-267 °C; Rend.:
98%;

2

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

RMN de IH (400 MHz, DMSO-ds) 8 ppm: 2.26 (s, 3H, CHa), 2.44 (s, 3H, CHa), 3.49 (s,
3H, CHa), 6.88 (sl, 1H, NH), 7.58 (s, 1H, tiazol), 7.85-7.91 (m, 4H, Ar), 8.05-8.07 (d, J
= 8 Hz, 2H, Ar), 8.24-8.26 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.51 (CHs), 16.64 (CHs), 31.59
(CHs), 108.99 (C-H, tiazol), 111.02 (C5, tiazol), 123.10 (C, Ar), 123.79 (C-H, An),
124.06 (C-H, Ar), 126.23 (C-H, Ar), 130.16 (C, Ar), 134.62 (C-H, Ar), 136.40 (C, Ar),
140.57 (C4, tiazol), 142.28 (C4, tiazol), 146.13 (C=N), 164.48 (C=0), 169.53 (S-C=N,
tiazol), 170.03 (S-C=N, tiazol).

Massa: C24H19N704S2 Exact Mass: 533.0940 g/mol
MS (ESI), m/z: 534.2 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-3,4-dimetiltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b5)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais laranja claros; PF: 233-235 °C;
Rend.: 79%;

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

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.26 (S, 3H, CHa), 2.44 (s, 3H, CHs), 3.49 (s,
3H, CHa), 3.76 (s, 3H, CH3), 5.88 (sl, 1H, NH), 6.93-6.95 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 6.98 (s,
1H, tiazol), 7.71-7.73 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.86—7.90 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.42 (CHs), 16.53 (CHs3), 31.51
(CHs), 55.08 (CHs), 101.53 (C-H, tiazol), 111.33 (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 (C, Ar), 164.49 (C=0), 169.05 (S-
C=N, tiazol), 170.12 (S-C=N, tiazol).

Massa: C2sH22N603S2 Exact Mass: 518.1195 g/mol
MS (ESI), m/z: 519.2 [M+H]*



127

2-((3,4-dimetil-5-(1-(2-(4-(naftalen-2-il)tiazol-2-il)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b6)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais cinzas; PF: 257-258 °C; Rend.: 96%;
IV (KBr), principais sinais: 3018.60 (NH), 1705.07 (C=0) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.27 (s, 3H, CHz3), 2.45 (s, 3H, CH3), 3.49 (s,
3H, CH3s), 7.33 (s, 1H, tiazol), 7.45-7.52 (m, 2H, Ar), 7.86—7.95 (m, 9H, Ar), 8.34 (s,
1H, NH).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-d6) § ppm: 13.43 (CH3), 16.56 (CHs), 31.52
(CH3), 104.58 (C-H, tiazol), 111.33 (C5, tiazol), 123.09 (C-H, Ar), 123.95 (C-H, Ar),
125.97 (C, Ar), 126.40 (C-H, Ar), 127.57 (C-H, Ar), 128.05 (C-H, Ar), 130.19 (C-H, Ar),
132.35 (C-H, Ar), 133.15 (C, Ar), 134.61 (C-H, Ar), 136.25 (C4, tiazol), 142.17 (C=N),
164.52 (C=0), 169.22 (S-C=N, tiazol), 170.16 (S-C=N, tiazol).

Massa: C2sH22Ns02S2 Exact Mass: 538.1246 g/mol
MS (ESI), m/z: 539.2 [M+H]*
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2-((5-(1-(2-(4-(bifenil-4-il)tiazol-2-il)hidrazono)etil)-3,4-dimetiltiazol-2(3H)-
ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6b7)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais marrom claros; PF: 243-245 °C,;
Rend.: 94%;

IV (KBr), principais sinais: 1710.86 (C=0) cm.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.31 (s, 3H, CHa), 2.45 (s, 3H, CHs), 3.50 (s,
3H, CHa), 6.21 (sl, 1H, NH), 7.23 (s, 1H, tiazol), 7.34-7.38 (t, J = 8 Hz, 1H, Ar), 7.44—
7.48 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.68-7.70 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.83-7.94 (m, 8H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 13.45 (CHs), 16.60 (CHs), 31.56
(CHs), 104.06 (C-H, tiazol), 111.32 (C5, tiazol), 123.15 (C-H, Ar), 126.01 (C-H, Ar),
126.39 (C-H, Ar), 126.70 (C-H, Ar), 126.92 (C, Ar), 127.38 (C, Ar), 128.94 (C-H, Ar),
129.02 (C, Ar), 130.19 (C-H, Ar), 134.64 (C-H, Ar), 136.14 (C, Ar), 139.04 (C4, tiazol),
139.64 (C4, tiazol), 142.08 (C=N), 164.51 (C=0), 169.21 (S-C=N, tiazol), 170.13 (S-
C=N, tiazol).

Massa: C3oH24Ne02S2 Exact Mass: 564.1402 g/mol
MS (ESI), m/z: 565.2 [M+H]*
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2-((4-metil-5-(1-((3-metil-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)tiazol-2-
illamino)isoindolino-1,3-diona (6¢1)
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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, CHzs), 2.38 (s, 3H, CHs3), 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 (CHa), 16.62 (CHs), 33.78
(CHa), 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: C24H20N6O2S2 Exact Mass: 488.1089 g/mol
MS (ESI), m/z: 489.1 [M+H]*; 487.4 [M-H]*
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2-((5-(1-((4-(4-fluorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-4-
metiltiazol-2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (6c2)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 253-255 °C;
Rend.: 92%;

IV (KBr), principais sinais: 1745.58 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 2.35 (S, 3H, CH3), 2.38 (s, 3H, CHs), 3.32 (s,
3H, CH3), 6.46 (s, 1H, tiazol), 7.32-7.36 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.54-7.58 (m, 2H, Ar),
7.93-8.00 (m, 4H, Ar), 9.83 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 15.97 (CHs), 16.40 (CHs), 33.71
(CHs), 101.14 (C-H, tiazol), 115.72 (C5, tiazol), 115.94 (C-H, Ar), 123.74 (C-H, Ar),
126.70 (C, Ar), 129.71 (C-H, Ar), 131.14 (C-F, Ar), 135.22 (C-H, Ar), 139.79 (C4,
tiazol), 150.04 (C=N), 161.31 (C, Ar), 164.98 (C=0), 167.06 (S-C=N, tiazol), 168.28
(S-C=N, tiazol).

Massa: C24H19FNeO2S2 Exact Mass: 506.0995 g/mol
MS (ESI), m/z: 507.1 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(4-clorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-
2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (6¢3)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 257-258 °C; Rend.: 99%;
IV (KBr), principais sinais: 1745.58 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.35 (S, 3H, CHa), 2.37 (s, 3H, CHs), 3.31 (s,
3H, CHa), 6.46 (s, 1H, tiazol), 7.51~7.53 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.75-7.57 (d, J = 8 Hz,
2H, Ar), 7.77 (sl, 1H, NH), 7.93-7.99 (m, 4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 15.81 (CHs), 16.59 (CHs), 33.69
(CHs), 101.24 (C-H, tiazol), 121.07 (C5, tiazol), 123.71 (C-H, Ar), 128.81 (C-ClI, Ar),
129.17 (C, Ar), 129.61 (C-H, Ar), 130.56 (C-H, Ar), 134.02 (C4, tiazol), 135.20 (C-H,
Ar), 139.55 (C=N), 150.00 (C, Ar), 165.02 (C=0), 166.95 (S-C=N, tiazol), 168.16 (S-
C=N, tiazol).

Massa: C24H19CIN6O2S2 Exact Mass: 522.0699 g/mol
MS (ESI), m/z: 523.1 [M+H]*; 522.2 [M]
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2-((4-metil-5-(1-((3-metil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)tiazol-
2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (6¢c4)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais laranjas; PF: 265-267 °C; Rend.: 99%;
IV (KBr), principais sinais: 1747.51 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6) § ppm: 2.34 (s, 3H, CH3), 2.38 (s, 3H, CHs), 3.35 (s,
3H, CHa), 6.64 (s, 1H, tiazol), 7.79-7.81 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.93-7.99 (m, 4H, Ar),
8.30-8.32 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 15.79 (CHa), 16.62 (CHs), 33.78
(CHa), 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: C24H19N704S2 Exact Mass: 533.0940 g/mol
MS (ESI), m/z: 534.1 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(4-methoxifenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-4-
metiltiazol-2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (6¢5)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 209-211 °C; Rend.: 99%;
IV (KBr), principais sinais: 3207.62 (NH), 1724.36 (C=0) cm™.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 2.35 (S, 3H, CH3), 2.38 (s, 3H, CHs), 3.33 (s,
3H, CHs), 3.80 (s, 3H, CH3), 6.39 (s, 1H, tiazol), 7.03—7.05 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.41—
7.43 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.97—7.95 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 15.95 (CHa), 16.54 (CHs), 33.72
(CHa), 55.27 (CH3), 100.16 (C-H, tiazol), 114.18 (C-H, Ar), 114.28 (C5, tiazol), 122.31
(C, Ar), 123.65 (C-H, Ar), 129.63 (C-H, Ar), 130.23 (C-H, Ar), 131.45 (C, Ar), 135.14
(C, Ar), 140.71 (C=N), 149.98 (C4, tiazol), 159.92 (C4, tiazol), 164.94 (C=0), 166.98
(S-C=N, tiazol), 168.25 (S-C=N, tiazol).

Massa: C2sH22N603S2 Exact Mass: 518.1195 g/mol
MS (ESI), m/z: 519.2 [M+H]*
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2-((4-metil-5-(1-((3-metil-4-(naftalen-2-il)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)tiazol-
2-il)amino)isoindolino-1,3-diona (6¢6)

0 s "N‘N-_:.(S \
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o

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo claros; PF: 250-252 °C;
Rend.: 97%;

IV (KBr), principais sinais: 3066.82 (NH), 1697.36 (C=0) cm™.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 2.36 (S, 3H, CH3), 2.39 (s, 3H, CHs), 3.39 (s,
3H, CHs), 6.53 (s, 1H, tiazol), 7.58—7.62 (m, 2H, Ar), 7.93-8.04 (m, 8H, Ar), 8.08 (s,
1H, Ar), 8.73 (s, 1H, NH).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 15.94 (CHs), 16.56 (CHs3), 33.85
(CHs), 101.12 (C-H, tiazol), 123.59 (C-H, Ar), 125.85 (C-H, Ar), 126.72 (C, Ar), 126.98
(C, Ar), 127.57 (C-H, Ar), 127.66 (C, Ar), 127.97 (C-H, Ar), 128.10 (C-H, Ar), 128.19
(C-H, Ar), 129.59 (C-H, Ar), 132.65 (C-H, Ar), 132.80 (C-H, Ar), 135.22 (C4, tiazol),
140.69 (C4, tiazol), 150.01 (C=N), 165.02 (C=0), 166.95 (S-C=N, tiazol), 168.25 (S-
C=N, tiazol).

Massa: C2sH22N602S2 Exact Mass: 538.1246 g/mol
MS (ESI), m/z: 539.1 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(bifenil-4-i1)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-4-metiltiazol-2-

illamino)isoindolino-1,3-diona (6¢7)

Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 262-264 °C; Rend.: 95%;

IV (KBr), principais sinais: 1747.51 (C=0) cm.

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6) & ppm: 2.34 (s, 3H, CHa), 2.38 (s, 3H, CHs), 3.37 (s,
3H, CH3), 6.24 (sl, 1H, NH), 6.43 (s, 1H, tiazol), 7.38-7.42 (t, J = 8 Hz, 1H, Ar), 7.48—
7.52 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.58-7.60 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.72-7.74 (d, J = 8 Hz, 2H,
Ar), 7.78-7.80 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.93-7.99 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 15.88 (CHs), 16.78 (CHs), 33.60
(CHs), 100.32 (C-H, tiazol), 123.64 (C-H, Ar), 126.72 (C-H, Ar), 126.97 (C-H, Ar),
127.85 (C, Ar), 129.03 (C-H, Ar), 129.03 (C-H, Ar), 129.41 (C, Ar), 129.65 (C-H, Ar),
135.16 (C-H, Ar), 139.22 (C, Ar), 140.34 (C4, tiazol), 140.77 (C4, tiazol), 149.86 (C=N),
165.07 (C=0), 168.06 (S-C=N, tiazol), 169.44 (S-C=N, tiazol).

Massa: C30H24N602S2 Exact Mass: 564.1402 g/mol
MS (ESI), m/z: 565.2 [M+H]*
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2-((3,4-dimetil-5-(1-((3-metil-4-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)tiazol-
2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d1)
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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, CHz), 2.48 (s, 3H, CHs3), 3.29 (s,
3H, CHs), 3.50 (s, 3H, CH3), 6.32 (s, 1H, tiazol), 7.44—7.49 (m, 5H, Ar), 7.85-7.91 (m,
4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-ds) & ppm: 33.54 (CHa), 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: C2sH22NeO2S2 Exact Mass: 502.1246 g/mol
MS (ESI), m/z: 503.1 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(4-fluorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-3,4-
dimetiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d2)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 241-242 °C; Rend.: 97%;
IV (KBr), principais sinais: 1708.93 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.38 (s, 3H, CH3), 2.47 (s, 3H, CH3), 3.28 (s,
3H, CHs), 3.50 (s, 3H, CHs3), 6.35 (s, 1H, tiazol), 7.29-7.33 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.50—
7.53 (m, 2H, Ar), 7.83—7.90 (m, 4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 13.50 (CHs), 16.12 (CHs), 31.39
(CHs), 33.26 (CHs3), 99.99 (C-H, tiazol), 112.95 (CS5, tiazol), 115.63 (C, Ar), 115.86 (C-
H, Ar), 123.09 (C-H, Ar), 130.21 (C-H, Ar), 130.94 (C-F, Ar), 134.22 (C-H, Ar), 139.35
(C4, tiazol), 148.69 (C=N), 161.13 (C, Ar), 164.57 (C=0), 167.97 (S-C=N, tiazol),
170.54 (S-C=N, tiazol).

Massa: C2sH21FNeO2S2 Exact Mass: 520.1151 g/mol
MS (ESI), m/z: 521.1 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(4-clorofenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-3,4-
dimetiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d3)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 225-226 °C; Rend.: 98%;
IV (KBr), principais sinais: 1720.50 (C=0) cm-*.

RMN de H (400 MHz, DMSO-d6) § ppm: 2.37 (S, 3H, CH3), 2.47 (s, 3H, CHs), 3.27 (s,
3H, CHs), 3.49 (s, 3H, CH3), 6.33 (s, 1H, tiazol), 7.48-7.50 (d, J = 8 Hz, 4H, Ar), 7.53—
7.55 (d, J = 8 Hz, 4H, Ar), 7.85-7.91 (m, 4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 13.56 (CHs), 16.21 (CHs), 31.38
(CHs), 33.50 (CHs), 101.02 (C-H, tiazol), 112.89 (C5, tiazol), 123.07 (C-H, Ar), 128.78
(C-Cl, Ar), 129.14 (C, Ar), 130.16 (C-H, Ar), 130.42 (C-H, Ar), 134.49 (C4, tiazol),
134.60 (C-H, Ar), 139.37 (C=N), 149.14 (C, Ar), 164.56 (C=0), 168.02 (S-C=N, tiazol),
170.49 (S-C=N, tiazol).

Massa: C2sH21CINsO2S2 Exact Mass: 536.0856 g/mol
MS (ESI), m/z: 537.1 [M+H]*
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2-((3,4-dimethyl-5-(1-((3-metil-4-(4-nitrofenil)tiazol-2(3H)-
ilideno)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d4)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais laranjas; PF: 280-282 °C; Rend.: 96%;
IV (KBr), principais sinais: 1720.50 (C=0) 1514.12 (NO2) 1342.46 (NO2) cm™.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) § ppm: 2.38 (S, 3H, CH3), 2.47 (s, 3H, CHs), 3.31 (s,
3H, CHs), 3.49 (s, 3H, CH3), 6.52 (s, 1H, tiazol), 7.75-7.77 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.85—
7.91 (m, 4H, Ar), 8.28-8.30 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) & ppm: 13.54 (CHs), 16.17 (CHs), 31.39
(CHs), 33.69 (CHs), 103.07 (C-H, tiazol), 112.88 (C5, tiazol), 123.14 (C-H, Ar), 123.89
(C-H, Ar), 129.62 (C-H, Ar), 130.18 (C, Ar), 134.61 (C-H, Ar), 136.02 (C, Ar), 136.56
(C, Ar), 138.65 (C=N), 147.38 (C4, tiazol), 149.23 (C4, tiazol), 164.56 (C=0), 167.96
(S-C=N, tiazol), 170.50 (S-C=N, tiazol).

Massa: C2sH21N704S2 Exact Mass: 547.1096 g/mol
MS (ESI), m/z: 548.1 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(4-metoxifenil)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-3,4-
dimetiltiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d5)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo claros; PF: 222-224 °C,;
Rend.: 83%;

IV (KBr), principais sinais: 1714.72 (C=0) cm-*.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.37 (S, 3H, CHa), 2.47 (s, 3H, CH3), 3.27 (s,
3H, CHs), 3.49 (s, 3H, CHa), 3.79 (s, 3H, CHa), 6.21 (s, 1H, tiazol), 7.01-7.03 (d, J = 8
Hz, 2H, Ar), 7.37-7.39 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.87—7.88 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.55 (CHs), 16.25 (CHs), 31.43
(CH3), 33.48 (CHs), 55.64 (CHs), 99.46 (C-H, tiazol), 112.90 (C5, tiazol), 114.24 (C-H,
Ar), 122.56 (C, Ar), 123.13 (C-H, Ar), 130.18 (C-H, Ar), 131.55 (C, Ar), 134.67 (C-H,
Ar), 136.10 (C, Ar), 140.47 (C=N), 148.97 (C4, tiazol), 159.88 (C4, tiazol), 164.56
(C=0), 168.07 (S-C=N, tiazol), 170.47 (S-C=N, tiazol).

Massa: C26H24NeO3S2 Exact Mass: 532.1351 g/mol
MS (ESI), m/z: 533.2 [M+H]*
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2-((3,4-dimethyl-5-(1-((3-metil-4-(naftalen-2-il)tiazol-2(3H)-
ilideno)hidrazono)etil)tiazol-2(3H)-ilideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d6)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelo escuros; PF: 258-260 °C; Rend.:
97%;

IV (KBr), principais sinais: 1720.50 (C=0) cm.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.39 (S, 3H, CHs), 2.49 (s, 3H, CHz), 3.34 (s,
3H, CHa), 3.51 (s, 3H, CHa), 6.37 (s, 1H, tiazol), 7.52—7.60 (m, 3H, Ar), 7.86-7.92 (m,
4H, Ar), 7.98-8.07 (m, 4H, Ar).

RMN de 3C e DEPT (100 MHz, DMSO-ds) & ppm: 13.48 (CHs), 16.11 (CHs), 31.35
(CHa), 33.50 (CH3), 100.34 (C-H, tiazol), 112. 98 (C5, tiazol), 123.05 (C-H, Ar), 125.83
(C-H, Ar), 126.73 (C-H, Ar), 126.94 (C-H, Ar), 127.58 (C-H, Ar), 127.83 (C, Ar), 127.85
(C-H, Ar), 128.10 (C-H, Ar), 128.18 (C-H, Ar), 130.17 (C, Ar), 132.61 (C, Ar), 132.72
(C, Ar), 134.57 (C-H, Ar), 135.76 (C4, tiazol), 140.42 (C4, tiazol), 148.74 (C=N), 164.54
(C=0), 168.04 (S-C=N, tiazol), 170.48 (S-C=N, tiazol).

Massa: C29H24N602S2 Exact Mass: 552.1402 g/mol
MS (ESI), m/z: 553.2 [M+H]*
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2-((5-(1-((4-(bifenil-4-il)-3-metiltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)etil)-3,4-
dimetiltiazol-2(3H)-ylideno)amino)isoindolino-1,3-diona (6d7)
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Caracteristicas Fisico-Quimicas: Cristais amarelos; PF: 249-251 °C; Rend.: 96%;
IV (KBr), principais sinais: 1707.00 (C=0) cm.

RMN de H (400 MHz, DMSO-ds) & ppm: 2.38 (s, 3H, CHa), 2.48 (s, 3H, CHs), 3.33 (s,
3H, CHa), 3.49 (s, 3H, CH3), 6.32 (s, 1H, tiazol), 7.37—7.41 (t, J = 8 Hz, 1H, Ar), 7.47—
7.51 (t, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.54-7.56 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.70-7.72 (d, J = 8 Hz, 2H,
AN, 7.75-7.77 (d, J = 8 Hz, 2H, Ar), 7.84—7.95 (m, 4H, Ar).

RMN de 13C e DEPT (100 MHz, DMSO-de) 8 ppm: 13.48 (CHs), 16.12 (CHs), 31.36
(CHs), 33.51 (CHs3), 100.18 (C-H, tiazol), 112.98 (C5, tiazol), 123.05 (C-H, Ar), 126.66
(C-H, Ar), 126.91 (C-H, Ar), 127.82 (C, Ar), 128.98 (C-H, Ar), 129.08 (C-H, Ar), 129.37
(C, Ar), 130.16 (C-H, Ar), 134.58 (C-H, Ar), 135.85 (C, Ar), 139.18 (C, Ar), 140.16 (C4,
tiazol), 140.75 (C4, tiazol), 148.78 (C=N), 164.53 (C=0), 168.09 (S-C=N, tiazol),
170.48 (S-C=N, tiazol).

Massa: C31H26Ne02S2 Exact Mass: 578.1559 g/mol
MS (ESI), m/z: 579.2 [M+H]*
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6.4 RESULTADOS BIOLOGICOS

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados das avaliacfes

farmacoldgicas desenvolvidas com os compostos aqui obtidos.
6.4.1 Atividade Anti-T. cruzi

O perfil anti-T. cruzi esta exposto a seguir.

6.4.1.1 Série 2a-n

Os compostos 2a-n foram testados com base nas propriedades anti-T. cruzi

descritas para os tiaz6is*+®2. Os resultados séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Citotoxicidade e atividade tripanocida da série 2a-n contra epimastigotas
e tripomastigotas.

IC

IC 50
L L Citotoxicidade 50 ' i
Codigo R? R? Ma Epimastigotas Tripomastigota
H (T. cruzi) - pM® s (T. cruzi) -
) UM
la - - 45 56.8 52.0
(o]
N—NH
S
/
o N %RZ
2a-n
R1
2a Cl-Me H 17.0 225.7 54.4
2b Ph H 3.1 70.2 107.5
2c 4-Me-Ph H 14.9 70.4 107.0
2d 4-Me-O-Ph H 14.2 6.4 50.3
2e 4-F-Ph H 2.9 26.5 52.1
2f 4-Cl-Ph H 2.8 30.6 86.2
29 4-Br-Ph H 2.5 14.8 89.8
2h 4-NO2-Ph H 2.7 13.3 84.9
2i 4-Ph-Ph H 251.6 4.0 27.5
2j 2-Naph H 269.2 8.0 47
2k 3-NO2-Ph H 2.7 43.2 91.1
2l 3,4-diCI-Ph H 2.6 69.3 88.8
2m 2,4-diCl-Ph H 12.8 10.1 22.7
2n 4-Br-Ph Me 2.4 13.9 38.2
BDZ 96.1 48.8 6.3

a Concentragao ndo-tdxica mais elevada em células do bago de camundongos BALB/c.

b Determinada 24 h ap6s a incubacéo de tripomastigotas da cepa Y com os compostos.

¢ Determinada 11 dias ap6s incubacgéo de epimastigotas com os compostos. P Apenas valores com um
desvio padrdo <10% foram incluidos. 2P ICsp foi calculado a partir de pelo menos cinco concentracdes,
em triplicata (SD < 10%). Bdz = Benznidazol.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Neste ensaio os compostos foram avaliados quanto a citotoxicidade frente a
esplendcitos de camundongo e os compostos 2i e 2j foram menos téxicos que o BDZ.
Estes também se mostraram mais ativos frente a forma epimastigota e no caso do
composto 2j, foi o0 mais ativo para a forma tripomastigota.

Com base nos resultados obtidos com a série 2a-n foram desenvolvidas
modificagdes estruturais e através de um planejamento racional foi obtida a série 6a-

|, com aprimoramento da atividade anti-T. cruzi’® (Tabela 2).

Tabela 2 — Citotoxicidade e atividade tripanocida contra epimastigotas e
tripomastigotas da série 6a-l.

. - IC IC
- 1 ) Citotoxicidade . . 50,
Codigo R R LM? Epimastigotas Tripomastigotas
(T. cruzi) - pMmPb (T. cruzi) - pMm¢

s
\
o N 1
6a- Hoo N7 e
R2
6a Cl-Me - 73.7 85.7 2.2
6b Ph Ph 228,1 ND 8.8
6¢c 4-Me-Ph Ph 221.2 57.8 33.3
6d 4"\{'3‘;'0' Ph 213.4 ND 10.0
6e 4-F-Ph Ph 219.1 ND 73.8
6f 4-CI-Ph Ph 211.4 10.6 18.4
69 4-Br-Ph Ph 96.6 ND 9.7
4-NO,-
6h bh Ph 206.8 12.2 3.2
6i 4-Ph-Ph Ph 194.3 44.2 98.0
6j 2-Naph Ph 204.9 11.9 0.5
3-NO,-
6k Bh Ph 103.4 6.0 0.9
6l 3'4';?]'(:" Ph 197.1 ND ND
BDZ 96.1 48.8 6.3

a Concentracdo nao-téxica mais elevada em células do baco de camundongos BALBI/c.

b Determinada 24 h apés a incubacéo de tripomastigotas da cepa Y com 0s compostos.

¢ Determinada 11 dias apés incubacéo de epimastigotas com os compostos. 2P Apenas valores com um
desvio padrédo <10% foram incluidos. 2P |Csp foi calculado a partir de pelo menos cinco concentracées,
em triplicata (SD < 10%). Bdz = Benznidazol.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esta outra série que foi obtida revelou resultados promissores, 0s compostos
6a, 6h, 6] e 6k. Vale destacar o composto 6] que apresentou um indice de seletividade

para a forma tripomastigota de 409,8, sendo cerca de 27 vezes mais seletivo do que
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o BDZ (IS: 15,25), o farmaco padrao em uso clinico. A série 6a-l foi obtida por outro
integrante do LpQM.

6.4.1.2 Andlise ultraestrutural da tripomastigota de T. cruzi

Com o objetivo de investigar os efeitos dos ftalimido-1,3-tiaz6is na morfologia
do parasito, o composto 6k, um dos compostos mais ativos das séries avaliadas (2a-
n e 6a-l), foi selecionado. Os efeitos ultraestruturais do 6k em tripomastigotas apoés
24h foram analisados por MET e MEV, na concentracéo de ICso e duas vezes o valor
de ICso (Tabela 2), e a analise ultraestrutural apresentou varias alteracdes
morfologicas (Figura 33). A metodologia empregada nesta andlise foi a mesma
utilizada que foi utilizada para promastigotas de L. infantum descrita no item 5.7.3.5.

A analise MEV mostrou que o tratamento com 0,9 uM (1 X ICsp) € 1,8 M (2 x
ICs0) do composto 6k causou bolhas e encurtamento do flagelo com uma diminuigéo
drastica no numero de parasitas, respectivamente (Figura 33B-C), enquanto o grupo
controle manteve a sua morfologia tipica (Figura 33A).

A analise MET revelou que os parasitos nao tratados apresentaram morfologias
ultraestruturais normais de organelas, tais como cinetoplasto, nucleo, nucléolos,
flagelo, os ribossomos e membranas de microtibulos (Figura 33D), ao passo que 0s
parasitas tratados com 0,9 yM de 6k mostraram alteracdes nos reservosomos, e um
grande numero de células mostrou intensa vacuolizagéo citoplasmatica. Além disso,
alteracdes da morfologia do parasito, grandes aglomerados de cromatina nuclear que
se assemelhavam aos nudcleos de células apoptoéticas, inchaco das mitocondrias e
perda de material citoplasmatico foram observados (Figura 33E-F). Os parasitas
tratados com 1,8uM de 6k apresentaram alteracbes da morfologia do parasita,
condensacdo da cromatina anormal, reticulo endoplasmético dilatado, vacuolizagéo
intensa no citoplasma, inchagco do cinetoplasto e alteragbes nos reservosomos-like
(Figura 33G).

A analise ultraestrutural foi aplicada para explorar os danos induzidos pelos
compostos em parasitas tripomastigotas do T. cruzi e claramente mostrou alteracdes
morfologicas graves, das quais intensa vacuolizacéo citoplasmatica, condensacéo da
cromatina, alteracbes nos reservosomos-like e inchago das mitocondrias foram as

mais frequentes.
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Estes resultados foram publicados no European Journal of Medicinal Chemistry
(Apéndice D).
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Figura 33 — Alteragbes ultraestruturais nas formas tripomastigotas do T. cruzi
tratadas com 6k observadas por MEV e MET
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Altera¢@es ultraestruturais em formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas com 6k como observado por
MEV e MET. (A) MEV do controle de tripomastigotas ndo tratadas mostrando o corpo alongado tipico.
(B) MEV do parasita tratado com 0,9 uM de 6k mostrando bolhas no flagelo. (C) MEV do parasita
tratado com 1,8 uM de 6k mostrando reducdo drastica no nimero de parasitas e encurtamento do
flagelo. (D) MET de tripomastigotas néo tratados mostrando a morfologia normal com cinetoplasto (K),
nacleo (N), nucléolo (Nu), flagelo (F), ribossomos (Ri), mitocéndrias (m) e microtdbulos (Mt). (E e F)
MET do parasita tratado com 0,9 pM de 6k mostrando alteracdes da morfologia do parasita,
condensacdo anormal da cromatina (cabeca de seta) sem nuacleo (N), inchagco da mitocondria (m),
alteracdes nos reservosomos (setas) e perda de material citoplasméatico (asteriscos). (G) MET do
parasito tratado com 1,8 pM de 6k mostrando alteracfes da morfologia do parasita, condensacgéo
anormal da cromatina (cabeca de seta), reticulo endoplasmaético dilatado (Re), vacuolizagdo intensa no
citoplasma (asterisco), inchago do cinetoplasto (K) e alteracdes no reservosomo (setas).

Fonte: elaborado pelo autor
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6.4.2 Atividade anti-L. infantum

O perfil anti-L. infantum esté exposto a seguir.

6.4.2.1 Atividade em promastigotas de L. infantum

Neste estudo foram testados os compostos (1a) e os derivados da série 2a-n"°.

Os resultados demonstraram que todos os derivados testados foram capazes
de inibir o crescimento de promastigotas de L. infantum, com um valor de 1Cs0/72h
variando de 9,8 a 263,8 uM (Tabela 3). Os compostos que apresentaram maior
inibicdo do crescimento foram 2j (9,8 uM), 2m (13,9 uM), 2n (23,4 puM), 2i (27,8 uM)
e 21 (28,8 uM). Oito compostos (2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 29, 2h e 2k) apresentaram atividade
intermediaria, com valores de ICso variando entre 31,8 e 62,0 uM, enquanto o0s

compostos la (236,4 uM) e 2a (263,8 uM) foram menos eficazes.

Tabela 3 — Atividade dos compostos sobre promastitas de L. infantum, células Vero
e macréfagos J774

UM uM

Compound ICso CCso (Vero) ISvero CCs0 (3774) ISa774
1 236.4 9.6 883.8 £86.3 37 393.3+7.3 17
2a 263.8 +17.3 380,4 6.5 14 1582.9 +36.8 6.0
2b 54.0 +1.6 229.8 +16.7 4.2 241.7 2.9 45
2¢ 42.0 0.3 159.4 +1.9 37 277.1+5.3 6.5
2d 43.5+1.0 185.8 +11.8 43 419.2 +5.6 9.7
2e 57.1+4.9 244.1+9.1 43 206.5 +9.6 36
of 31.8+1.4 192.1 5.3 6.0 216.9 3.9 6.8
2g 62.0+1.5 161.6 +16.3 26 201.9 +3.1 33
2h 54.5 455 412.8 +28.2 7.6 278.4 +0.3 5.1
i 27.8+1.6 48.8 0.4 18 112.942.8 41
2j 9.8 0.1 122.3+2.3 125 173.3+1.2 17.7
2k 57.242.2 181.8 9.1 3.2 323.7 +13.0 5.7
2l 28.842.7 153.7 6.8 5.3 157.9 7.9 55
2m 13.940.8 88.9 +12.9 6.4 176.1 +15.8 127
2n 23.440.7 99.4 1.0 4.2 125.6 +0.5 5.4
AmB 0.047 0.03 105.7 2.1 2270 37.6 +1.4 808

ICs0: Concentragéo que inibe em 50% o crescimento de promastigotas de L. infantum
CCso: Concentracdo capaz de causar efeito citotéxico em 50% das células de mamiferos
IS (indice de Seletividade): CCso de células de mamiferos / ICso L. infantum

AmB: Anfotericina B

Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo da atividade dos compostos em promastigotas de L. infantum
encontrou valores baixos de ICso apenas para la e 2a. A anfotericina B inibiu o

crescimento de L. infantum em 100% nas concentragdes de 0,25, 0,5 e 1,0 uM.
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6.4.2.2 Ensaio de Citotoxicidade

Alguns compostos mostraram citotoxicidade nas concentracdes testadas em
células Vero e macréfagos J774. Os valores de CCso para células Vero variaram de
48,8 a 883,8 UM e para macréfagos J774 de 113,0 a 1582 uM (Tabela 3). A analise
do indice de seletividade (S| = CCs0/ICs0), que mede a extensdo em que um composto
€ seletivamente toxico ao parasita em comparacdo com ceélulas de mamiferos,
mostrou que todos os compostos avaliados foram mais seletivos ao parasita que a
células de mamiferos.

O composto que apresentou maior inibicdo do crescimento de promastigotas
de L. infantum (2j) também apresentou o maior Sl (12,5 para células Vero e 17,7 para
macrofagos J774) (Tabela 3). JA o composto 2m também foi eficaz na inibicdo do
crescimento de promastigotas, com um Sl de 6,4 para células Vero e 12,7 para
macréfagos J774.

A andlise da citotoxicidade dos macréfagos peritoneais tratados com o0s
compostos 2j e 2m utilizando a técnica do MTT mostrou que concentracdes citotoxicas
para 50% dos macréfagos (CCso) variaram de 362,718 uM para o composto 2j e
263,619 uM para o composto 2m (Tabela 4).

Tabela 4 — Atividade anti- L. infantum, efeito citotoxico contra macrofagos

peritoneais e indice de seletividade dos compostos 2j e 2m.
Intracellular

Compound Macrophages amastigotes
CCso (M) ICso (M) IS
2] 362.6 + 18 152+ 0.7 24
2m 263.6 £ 19 22.3+0.3 12
AmB 74.7 + 9.5 21+0.1 36

IS (indice de Seletividade) = CCso/ICso. AMB= Anfotericina B

A anfotericina B mostrou ser mais toxica para os macrofagos, com um valor
CCso de 74,9 = 9,5 uM. A toxicidade dos compostos foi comparada com a atividade
contra formas amastigotas para determinar o Sl. Os resultados mostraram que o
composto 2j foi 24 vezes mais toéxico para amastigotas do que para células de
mamiferos (SI = 23,8), enquanto o composto 2m foi 12 vezes mais tico para
amastigotas (Sl = 11,8) (Tabela 4).
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6.4.2.3 Acao dos compostos nas formas amastigotas intracelulares

Os dados demonstraram que 0s compostos inibiram significativamente (p
<0,05) a sobrevivéncia das formas amastigotas nos macréfagos peritoneais, com uma
diminuicdo significativa para o composto 2j nas concentracbes de 9,8 e 19,6 uM
(Figura 34A). Quanto ao composto 2m, as trés concentragdes testadas (6,9, 13,9 e

27,7 uM) causaram uma diminuigdo significativa na sobrevivéncia de formas

amastigotas (Figura 34B).

Figura 34 — indice de sobrevivéncia de L. infantum em macréfagos infectados apos
24 horas de tratamento com os compostos 2j (A) e 2m (B).
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5] 177}
1004
* *
0- 04
0 4.9 9.8 19.6 0 6.9 13.9 27.7
Conce ntration (uM) Concentration (uM)

Os valores representam as médias de dois experimentos em duplicatas biolégicas e quadruplicatas técnicas +
desvio padrdo. * Correspondem a valores significativos p <0,05.

A concentracdo necessaria para reduzir a porcentagem de macréfagos
infectados em 50% foi de 15,2 uyM para 2j e 22,3 uM para 2m (Tabela 4).

A comparacao dos grupos tratados e ndo tratados mostrou que o nimero medio
de parasitas por macrofago diminuiu sob tratamento com ambos os compostos (2j e
2m). Essa reducdo foi significativa na concentragao de 19,6 yM para o composto 2j.
Ja o composto 2m foi capaz de reduzir significativamente o nimero médio de parasitas

internalizados nas trés concentragées testadas (6,9, 13,9 e 27,7 yM) (Figura 35).
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Figura 35 — Macrofagos peritoneais infectados com promastigotas de L. infantum e
tratados com os compostos 2j e 2m por 24 h.
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(A e D) Células ndo tratadas. (B) Células tratadas com 4,90 yM do composto 2j. (C) Células tratadas

}5‘ :

com 19,62 uM do composto 2j. (E) Células tratadas com 6,94 uM do composto 2m. (F) Células tratadas
com 27,74 yM do composto 2m.

6.4.2.4 Andlise da producéo de 6xido nitrico

Andlises da producdo de NO por macrofagos J774 mostraram que alguns
compostos (2d, 2e, 2f, 2i, 2k e 2h) foram capazes de aumenta-la pelos dois tipos de
células e as diferencas do controle sdo consideradas significativas (p<0,05).

A comparacdo dos macréfagos peritoneais nos grupos tratado e ndo tratado
encontrou diferencas significativas no nivel de NO nas duas maiores concentracdes
de 2j testadas (270 e 135 uM) e nas trés maiores concentragdes de 2m (260, 130 e
65 uM). O tratamento com Anfotericina B n&o induziu produgéo significativa de NO por
macréfagos peritoneais.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na producdo de NO no
sobrenadante de cultura de macréfagos infectados por L. infantum entre o grupo néo
tratado e os grupos tratados com 2j, 2m e AmB, para todas as concentracdes

testadas.
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6.4.2.5 Andlise ultraestrutural da promastigota de L. infantum

Promastigotas de L. infantum tratadas e néo tratadas com 2j e 2m foram
analisadas sob microscopia eletrbnica para identificacdo de alteracbes
ultraestruturais.

A analise MEV mostrou promastigotas nao tratadas exibindo uma morfologia
de corpo fusiforme com superficie topologicamente normal e longo flagelo preservado
(Figura 36A-B). Parasitas tratados com 2j e 2m nas duas concentracoes testadas
mostraram alteragdes nas células, como uma forma mais arredondada, inchaco e
flagelos atrofiados (Figura 36C-F). Alteracdes na topologia, com a presenca de
ondulacdes na membrana celular, também foram encontradas (Figura 36F).

Figura 36 — Eletromicrografia de promastigotas de L. infantum néo tratadas e
tratadas com os compostos 2j e 2m.
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FIOCRUZ-PE X9, 588 Zrm FIOCRUZ-PE

X4, 56868 Sim FIOCRUZ-PE A FIOCRUZ-PE

(A-B) Controle de promastigotas mostrando a forma fusiforme e o comprimento do flagelo normal. (B)
Promastigotas tratados com 9,81 uM e (C) 19,62 uM de composto 2j apresentando alteracdes de
topologia celular. (D) Promastigotas tratados com 13,87 uM e (E) 27,74 uM do composto 2m mostrando

encolhimento da célula.



153

O MET mostrou que, no grupo nao tratado, a forma e a morfologia celular dos
ndcleos e organelas das promastigotas de L. infantum estavam bem preservadas
(Figura 37A). Os grupos expostos aos compostos 2] e 2m exibiram alteracbes
ultraestruturais ndo encontradas nas promastigotas néo tratadas. O tratamento com o
composto 2j a uma concentracdo de 9,8 uM (ICso) também conduziu a inchacéo nas
mitocondrias e a presenca de um grande numero de inclusdes elétron-densas no
citoplasma (Figura 37B). Uma concentracdo de 19,6 uM (2xICso) do composto 2j
causou uma extensa vacuolizacdo do citoplasma e inchaco mitocondrial ocupando

quase toda a célula (Figura 37C-D).

Figura 37 — Eletromicrografia de L. infantum tratadas e néao tratadas com os
compostos 2j e 2m.

(A) Promastigota nao tratada, mostrando estrutura normal de organelas como nudcleo (n), cinetoplasma
(k) e bolsa flagelar (fp). (B) Promastigota tratada com 9,81 uM do composto 2j é possivel notar a
presenca de granulos eletrondensados e inchago mitocondrial. (C-D) Parasitas tratados com 19,81 uM
do composto 2j, em (C) parasitas mostrando intensa vacuoliza¢do do citoplasma (*) e (D) a seta aponta
o0 intenso inchago da mitocondria (seta grande). (E) Promastigota tratada com 13,87 pM do composto
de 2m mostrando os perfis do reticulo (seta) em torno do ndcleo. Também € possivel notar o inchacgo
das mitocdndrias (seta grande). (F) Promastigota tratada com 27,74 de composto de 2m. Presenca de

um grande espaco eletronluscente (*) e presenca de corpos eletrondensos (seta).

As promastigotas tratados com 13,9 uM (ICso) do composto 2m exibiram um
reticulo em torno dos nucleos e inchago das mitocéndrias (Figura 37E). Em uma

concentragdo de 27,8 uM (2x ICso) também houve morfologia celular irregular, grande
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namero de inclusbes elétron-densas distribuidas no citoplasma e a presenca de

espacos eletroltcidos (Figura 37F).

6.4.2.6 Efeito dos compostos na integridade da membrana plasmatica

A coloracdo com iodeto de propidio (PI) foi utilizada para avaliar o efeito dos
compostos 2j e 2m na integridade da membrana plasmatica, sendo as células entdo
analisadas por citometria de fluxo e microscopia confocal. Sob a citometria de fluxo,
poucas ceélulas promastigotas ndo tratadas foram marcadas (0,6%), indicando a
viabilidade da membrana plasmatica intacta dessas células, enquanto 37,03% das
células tratadas com metanol foram marcadas com PIl. Nas células tratadas com os
compostos 2j e 2m, houve um aumento na porcentagem de células marcadas com PI,
que se mostrou dependente da dose, como pode ser visto na Tabela 5.
Aproximadamente 60% das células tratadas com 19,6 yM do composto 2j foram

marcados com PI (Tabela 5).

Tabela 5 — Efeito dos compostos 2] e 2m na integridade da membrana plasmatica.

Treatment Pl+ (%)
Control 0.6
Methanol 37.0
2j (9.8 uM) 41.0
2j (19.62 uM) 58.1
2m (13.87 uM) 20.6
2m (27.74 uyM) 32.8

Pl+: percentagem de células positivas para o iodeto de propidio

Os resultados obtidos por microscopia confocal corroboraram com os dados do
citometro de fluxo, mostrando alteragcdes morfolégicas em promastigotas como

encurtamento do flagelo e arredondamento das células (Figura 38C).
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Figura 38 — Microscopia confocal de células ndo tratadas e tratadas com 2j e 2m,
sujeitas a coloragdo com iodeto de propidio.
DIC P DIC + IP

(A) Promastigotas nao tratados. (B) Promastigotas tratados com 19,62 uM de 2j. (C) Promastigotas
tratados com 27,74 yM de 2m. Nota-se em células tratadas a presenca de alteracfes morfol6gicas
(seta) com baixa ou nenhuma intensidade de fluorescéncia de PIl. DIC = contraste diferencial de

interferéncia; Pl = mancha de iodeto de propidio e DIC + Pl = sobreposicao das duas imagens.

6.4.2.7 Efeito dos compostos no Potencial de Membrana Mitocondrial

As alteracOes induzidas pelos compostos 2j e 2m no potencial de membrana
mitocondrial sdo apresentadas na Tabela 6 e na Figura 39. Observa-se que
promastigotas de L. infantum tratadas com concentracdes de 9,82 e 19,62 uM de 2j e
13,87 e 27,74 uyM de 2m por 72 h diminuiram a intensidade da fluorescéncia da
rodamina 123, demonstrando assim um decréscimo de AWm nas células tratadas.

Essa reducéo foi quantificada pelo calculo do indice de Variacdo (VI). O VI de
células tratadas com 2] mostrou despolarizagcdo, mas ndo de maneira dose-
dependente (-0,62 para aqueles tratados com 9,81 yM e -0,59 para aqueles tratados
com 19,62 uyM). Células tratadas com 2m tiveram VI de -0,36 (13,87 uM) e -0,50 (27,74
MM) (Tabela 6). Valores negativos representam uma diminuigdo no potencial de

membrana.
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Tabela 6 — Efeito dos compostos 2m e 2j no potencial da membrana mitocondrial

Treatment Rho 123** Vi
Control 588.21 0
Methanol 98.22 -0.83
2j (9.8 uM) 220.67 -0.62
2j (19.62 uM) 239.28 -0.59
2m (13.87 uM) 378.55 -0.36
2m (27.74 uM) 294,27 -0,50

VI- indice de Variagéo = MT-MC / MC, onde MT ¢é a média da intensidade de fluorescéncia nas células
tratadas; MC é a média da intensidade de fluorescéncia em células néo tratadas. Nota: ** Mediana da
intensidade de fluorescéncia da rodamina 123 (Rho123).

Alteragdes em AWm também foram analisadas por microscopia confocal. As
imagens dos controles e dos parasitas tratados suportam os dados de citometria de
fluxo, indicando perda de intensidade de marcacdo de rodamina 123 em células

morfologicamente alteradas (Figura 39).

Figura 39 — Microscopia confocal de células controle e tratadas com 2j e 2m, sujeito
a marcacao com Rho 123.
DIC Rho 123 DIC + Rho 123

(A) O controle das células mostrou morfologia e intensidade de coloragdo com Rho123 preservada. (B)
Células tratadas com 19,62 uM de 2j. (C) Promastigotas tratados com 27,74 yM de 2m. Observa-se
nas células tratadas a presenca de alterac6es morfoldgicas (setas) com baixa ou nenhuma marcacéo
com Rho123. DIC = contraste diferencial de interferéncia; Rho123 = Rhodamina 123 e DIC + Rho123
= Sobreposi¢do das duas imagens.
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6.4.2.8 Discussao

O rastreio do efeito dos 15 compostos sintéticos em promastigotas de L.
infantum mostrou que a maioria dos compostos tém propriedades antileishmaniais e
que a atividade mais forte foi encontrada em compostos que apresentam um anel
aromatico na posicdo C4 do tiazol. Compostos sem esta substituicdo (la e 2a)
mostraram atividade leishmanicida mais fraca, o que sugere que esse grupo esteja
envolvido na atividade leishmanicida. Pinto et al. (2014), estudando o potencial de
naftoquinonas contra L. infantum, verificaram que os compostos leishmanicidas mais
promissores possuiam dois grupos fenil substituintes, conferindo ao composto uma
caracteristica hidrofébica e facilitando assim a penetracéo da membrana do parasita®’.

Verificou-se também que os substituintes halogénios (F, Cl e Br) no sistema de
anel fenil alteraram a atividade leishmanicida. Segundo Hernandes et al. (2010), o uso
de substituintes halogenados contribui para a estabilizagao da ligagéo do receptor ao
farmaco®. Isso pode explicar a diferenca na atividade leishmanicida entre os
compostos testados, como pode ser observado nas substituicbes duplas com cloro (2l
e 2m). O 3,4-dicloro (2I) foi menos ativo, enquanto o 2,4-dicloro (2m) apresentou maior
atividade leishmanicida. Isso concorda com os resultados contra T. cruzi estudados
para esta mesma série de compostos (2a-n)’® os quais corroboram para afirmar que
a orientacao do substituinte € importante para a atividade antiparasitaria.

O composto 2j, cuja estrutura quimica contém um sistema 2-naftil, um
substituinte volumoso, exibiu uma forte atividade leishmanicida. Curiosamente, isso
corrobora com os dados anti-T. cruzi, que também mostram o0 composto 2j como o
mais ativo contra tripomastigotas’®. Da mesma forma, Manda et al. (2014), testaram
alcaldides B-carbonilicos contra Leishmania donovani e mostraram que a estrutura de
um dos compostos mais promissores contém um radical naftil (11h)®°.

A escolha de um composto com potencial quimioterapico deve levar em conta
tanto a sua agao contra microorganismos quanto sua citotoxicidade. O presente
estudo constatou que a baixa citotoxicidade dos compostos em relacao as células de
mamiferos teve uma influéncia direta sobre os valores do indice de seletividade (SI).
Todos os compostos testados (1a e 2a-n) foram mais seletivas para L. infantum em
comparacao com células de mamiferos. Santiago et al. (2014), testando uma série de

ftalimido-1,3-tiaz6is em esplendcitos de camundongos BALB/c e também encontraram
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um baixo efeito citotdxico, mostrando que os compostos tém baixa citotoxicidade
mesmo em diferentes tipos de células. Os autores também observaram alteracdes
morfoldgicas e ultraestruturais nos parasitas devido a agdo direta dos compostos*®.

No presente estudo, os compostos 2j e 2m foram selecionados para
investigagcdo adicional de seus efeitos morfologicos e ultraestruturais, uma vez que
estes mostraram maior atividade leishmanicida com baixa citotoxicidade para células
de mamiferos.

Apesar do potencial citotoxico dos compostos 2j e 2m contra macréfagos
peritoneais, verificou-se que os dois compostos apresentaram menor toxicidade para
células de mamiferos (CCso 2] = 362,7 uM; CCso 2m = 263,6 uM) em comparagado com
o farmaco de referéncia, Anfotericina B (CCso AmB = 74,9 uM). Esses dados
concordam em parte com os dados de citotoxicidade para esplenécitos de
camundongos BALB/c onde descobriu-se que 2] mostrou baixa toxicidade (CCso =
269.2uM), enquanto 2m foi téxico para esplendcitos (CCso = 12.8 yuM)’°. A mesma
série foi testada em outros tipos de células de mamiferos e os compostos 2j e 2m
também apresentaram baixa toxicidade. Estes dados demonstram uma diferenca
significativa no nivel de toxicidade dos compostos quando testados contra diferentes
tipos de células. Mesmo com esta diferenga, 0 composto 2j mostrou ser menos toxico
para as varias células de mamiferos testadas, tornando este composto um candidato
promissor para se tornar um farmaco com atividade leishmanicida.

E importante que a pesquisa de novos farmacos com atividade leishmanicida
avalie a citotoxicidade para células de mamiferos e estude amastigotas intracelulares,
uma vez que essa forma parasitaria é responsavel pelas manifesta¢gdes clinicas da
leishmaniose®. Os resultados mostraram que os compostos 2j e 2m diminuiram
significativamente a sobrevivéncia de amastigotas intracelulares apos 24h de
tratamento, com valores de ICso de 15,20 e 22,33 uM para 2j e 2m, respectivamente.
Rottini et al. (2015) avaliaram o efeito do (-)a-bisabolol em amastigotas de Leishmania
amazonensis, descobrindo que o composto foi capaz de reduzir a sobrevivéncia de
amastigotas intracelulares®!. Marin et al. (2015) estudaram a atividade de derivados
de nitroindazol em L. infantum e L. braziliensis e verificaram que os derivados tiveram
efeito sobre amastigotas intracelulares®?. Além de corroborar os achados de Rottini et

al. (2015) e Marin et al. (2015), o presente estudo também encontrou que 2j e 2m
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reduziram a sobrevivéncia de amastigotas dentro de macréfagos, mostrando que
esses compostos sao eficazes contra essa forma do parasita.

Macroéfagos infectados com Leishmania spp. usam NO como um mecanismo
de defesa. O NO é produzido pela inducéo da éxido nitrico sintase e € essencial para
a morte intracelular de Leishmania em macréfagos®®. Mesmo os macréfagos nédo
infectados sdo capazes de aumentar a producdo de NO quando induzidos por
algumas substancias. A analise da producdo de NO por macrofagos néo infectados
tratados com os compostos 2j e 2m em uma concentragao superior a 65 uM mostrou
aumento na producdo de NO. Macroéfagos infectados com L. infantum e submetidos
ao tratamento com 0s compostos 2] e 2m em concentragdes de 28 a 1,4 uM nao
apresentaram aumento significativo na producédo de NO. No entanto, taxas reduzidas
de infec¢do foram observadas, sugerindo que, neste caso, os compostos podem agir
para eliminar parasitas intracelulares por meio de outro mecanismo de a¢édo. Segundo
Singh et al. (2012), a producdo de NO n&o é a unica forma de os macréfagos
eliminarem os parasitas; outros mecanismos, como espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio, producado de varias citocinas Thl, lisozima e outras moléculas microbicidas
sdo usadas para matar parasitas®®. Pode ser que derivados ftalimido-1,3-tiazéis
causem um aumento na producao de NO que melhore a resposta dos macréfagos a
L. infantum.

A MEV revelou que os parasitos tratados com 0os compostos 2j e 2m exibiram
alteracdes como encolhimento do corpo celular e encurtamento do flagelo. Alianca et
al. (2014), Gomes et al. (2016) e Oliveira et al. (2009) demonstraram que Sseus
compostos causaram alteracées semelhantes na morfologia do parasita’®7%%. Muitas
das alterac6es morfoldgicas que o parasito apresenta estdo relacionadas a perda de
viabilidade celular e morte celular®®.

A acéo dos compostos 2j e 2m na ultra-estrutura de promastigotas foi similar,
geralmente envolvendo vacuolizagédo do citoplasma, aumentou o numero de elétrons
—inclus@es densas, perfis de membrana (semelhantes a um reticulo endoplasmatico)
circundando organelas e inchaco das mitocondrias. Kaczanowski et al. (2011)
descreveram alteracdes na morfologia celular e na vacuolizacdo citoplasmatica como
caracteristicas de morte celular por apoptose em organismos eucarioticos,

semelhantes aos encontrados no presente estudo®’. No entanto, o este trabalho néo
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pode confirmar a morte celular programada, uma vez que n&o foram utilizados
marcadores especificos de apoptose.

Como o0s compostos mostraram-se promissores como farmacos
leishmanicidas, foram realizadas analises para detectar possiveis alvos nas
promastigotas de L. infantum. A coloracdo com PI, que € um corante que tem afinidade
por acidos nucléicos e é impermeavel a células intactas, foi usada para avaliar a
extensdo do dano a membrana plasmatica na populacdo de parasitas tratados com
compostos 2j e 2m. Tanto a citometria como a microscopia confocal encontraram um
aumento consideravel no numero de células marcadas com Pl. A microscopia confocal
encontrou poucas células com morfologia alterada e pouca ou nenhuma coloracdo
com PI; e células com vazamento de material citoplasmatico ndo foram observadas.
E possivel que os compostos estejam atuando nas propriedades fisico-quimicas da
membrana, interferindo na sua permeabilidade e permitindo a marcagdo sem ruptura
das membranas. Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2009), que
testaram Oleos essenciais de plantas utilizadas na medicina popular contra o L.
infantum e também encontraram um aumento no numero de células marcadas com PI
e observaram alteracdes na membrana de L. infantum sob MET®®,

As mitocondrias foram outro alvo investigado pelo presente estudo. Segundo
Salomao et al. (2013), mudancas na permeabilidade, particularmente na membrana
mitocondrial do parasita, podem levar a morte celular programada®. O potencial de
membrana mitocondrial esta ligado a funcdo da mitocondria e sua manutencgao
adequada é essencial para a sobrevivéncia celular®®. Além disso, o0s
tripanossomatideos tém apenas uma mitocondria, tornando essa organela um alvo
potencial para farmacos'®°. O dano mitocondrial foi confirmado por uma diminuicdo na
fluorescéncia de rodamina 123 e consequente modificacdo do AWm. E, portanto,
razoavel sugerir que o0s compostos exercam seu efeito leishmanicida em
promastigotas de L. infantum, afetando a funcdo mitocondrial do parasita. Esses
resultados corroboram as observacdes da MET. Compostos como itraconazol,
paraconazol e 0leo essencial de Artemisia annua tém propriedades leishmanicidas e
estdo associados a perda de potencial de membrana mitocondrial'®21%2, No presente
estudo, os compostos 2m e 2j também causaram despolarizagdo da membrana

mitocondrial.
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Estes resultados foram publicados no European Journal of Pharmaceutical

Sciences (Apéndice B).
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6.4.3 Avaliac&o anti-S. mansoni

O perfil anti-S. mansoni esta exposto a seguir.

6.4.3.1 Atividade contra as formas adultas de S. mansoni

A atividade anti-S. mansoni foi estabelecida pela analise e avaliacdo da taxa
de mortalidade, motilidade, oviposicdo e alteracdes no tegumento dos vermes.
Inicialmente, os compostos (2a-n) foram avaliados na concentracdo de 100 pg/mL
(Figura 40). O composto 2i eliminou todos os parasitas em menos de 24 horas. Os
compostos 2h e 2m produziram 100% de mortalidade apds 96 horas e o 2j apos 120
horas. Além disso, com apenas 24 horas de contato das solu¢des dos compostos com
0s vermes, todas os compostos da série promoveram a separacdo dos casais, a

inibicdo da oviposicéo e algumas modificacdes no tegumento do parasita.
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Para os 4 compostos que revelaram uma atividade esquistossomicida superior
a 80% nos ensaios em 100 pg/mL, foi procedida a continuidade dos testes utilizando
diferentes concentracgdes (5, 10, 20, 40, 80 e 100 pg/mL) (Tabela 7). O composto 2i
mostrou uma atividade antiparasitaria de 100% em 24 horas a concentracdes de 80 e
100 pg/mL. Em concentragbes menores de 2i (40 pg/mL), foi necessario mais tempo
(144 horas) para atingir 100% de mortalidade. O composto 2h apresentou 100% de
mortalidade na concentracédo de 80 pg/mL (120 h). O derivado 2j demonstrou 100%
de eficacia em concentra¢cdes mais baixas (40 ug/mL) em 144 horas. Ja o derivado
2m induziu a mortalidade total de vermes de S. mansoni em concentracfes superiores

a 40 pg/mL com o tempo de 144 horas e inibiu completamente a oviposicéo.

Tabela 7 — Atividade anti-S. mansoni in vitro dos compostos 2h, 2i, 2] e 2m frente a

forma adulta, em diferentes concentragoes.
Mortalidade (%) (ug.mL-1)

Composto  Tempo 100 80 40 20 10 5
24 h 0 0 0 0 0 0
48 h 8.35 0 0 0 0 0
2N 72 h 41.65 8 0 0 0 0
96 h 100 58 0 0 0 0
120 h - 100 0 0 0 0
144 h - - 16.7 0 0 0
24 h 100 100 25 0 0 0
48 h - - 41.7 8 0 0
5 72 h - - 69.5 8 8 0
96 h - - 79 16.7 16.7 8
120 h - - 100 50 25 8
144 h - - - 50 25 8
24 h 0 0 0 0 0 0
48 h 25 25 8.35 0 0 0
) 72 h 46 50 16.5 16.7 25 8
96 h 58.5 50 55.35 16.7 33 16.7
120 h 78.5 83 81 33 33 16.7
144 h 100 100 100 44 33 16.7
24 h 25 20.8 16.7 10.5 0 0
48 h 66.7 60.4 54.2 25 0 0
om 72 h 75 75 75 50 0 0
96 h 100 90.3 83.3 50 0 0
120 h 100 91.7 91.7 50 0 0
144 h 100 100 92.3 52.6 0 0

Fonte: Elaborado pelo autor.



165

Para o composto 2i foi estabelecida a ECso e 0 indice de seletividade que estdo
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Atividade anti-S. mansoni in vitro.
Cltotouxl\l/lgdade ECso (UM) ISP
2i 251,60 49,36 5,09
2 Concentracdo ndo-toxica mais elevada em células do bago de camundongos BALBI/c.
b|S (Indice de Seletividade): CCso de células de mamiferos / ICso S. mansoni
Fonte: Elaborado pelo autor.

Composto

A avaliagdo das propriedades anti-S. mansoni foi dada continuidade com o

composto 2i por ter se mostrado 0 mais promissor no screening inicial.

6.4.3.2 Atividade contra esquistossémulos

Tendo o composto 2i apresentado a mais promissora atividade frente aos
vermes adultos, este foi avaliado sobre as formas imaturas do S. mansoni. O
composto foi avaliado na concentracdo maxima de 100 pg/mL em um primeiro
momento e mostrou-se eficaz. Apos este resultado o mesmo foi avaliado nas
concentracbes de 5, 10, 20, 40, 80 e 100 pg/mL a fim de identificar a menor
concentragéo eficaz sobre a forma imatura do S. mansoni (Tabela 9).

Tabela 9 — Atividade do composto 2i sobre os esquistossdmulos.

Composto  Tempo Mortalidade (%) (ug.mL™)
100 80 40 20 10 5
. 24 h 100 100 100 100 100 100
2 48 h 100 100 100 100 100 100
72h 100 100 100 100 100 100

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 41 demonstra que o composto 2i apresentou atividade sobre os
esquistossdmulos na concentragcdo mais baixa (5 pg/mL), causando 100% de
mortalidade nas primeiras 24h. Por sua vez o PZQ e o grupo tratado com DMSO nao

foram capazes de causar mortalidade no parasito ap6s 72h de avaliagéo.
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Figura 41 — Efeito do 2i in vitro sobre os esquistossdmulos.
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Mortalidade ap6s 72h de incubagcdo com DMSO a 1,66%,
PZQ na concentracdo de 3 pg/mL e 2i na concentracdo de 5 pg/mL.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O composto 2i apresentou um efeito diferenciado sobre os parasitos,
demonstrando cristalizacdo deste, em concentracdes mais elevadas. No entanto, os
cristais se acumularam nos esquistossémulos (Figura 42), demostrando uma
seletividade pelo parasito. E comum acontecer esse tipo de cristalizacdo de
compostos em concentracdes altas, porém em outros estudos realizados pelo grupo
foi observado que a deposicao se dava na propria placa.

Figura 42 — Precipitacdo do composto 2i na concetracdo de 100 pg/mL em cima dos
esquistossémulos.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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6.4.3.3 Determinacéo da toxicidade aguda do composto 2i

Em relacdo aos camundongos tratados com o composto 2i, ndo foi observada
mortalidade em 5 dias de avaliacdo. Os animais ndo apresentaram tremores, ataxia
Oou quaisquer outros sinais ou comportamentos anormais. Além disso, nenhuma
alteracdo macroscoépica foi observada durante a necropsia. Segundo o Guia 423
(OECD, 2001), em um teste de toxicidade aguda em que ndo mais do que um dos
seis animais € morto apos uma dose de 2000 mg/kg, o valor de DLso deve ser
considerado maior que 2000 mg/kg e menor de 5000 mg/kg. Estes resultados
demonstram que 2i é seguro para administracao oral em camundongos a uma dose

de 400 mg/kg (dose escolhida para tratamento no modelo experimental).

6.4.3.4 Atividade anti-S. mansoni in vivo com o derivado 2i

O numero de ovos nos intestinos dos ratos que foram tratados com o derivado
2i foi semelhante aos resultados no grupo experimental positivo (Figura 43A). A
reducdo no numero de ovos foi semelhante nas duas vias testadas (oral e
intraperitoneal); alteragcbes na significancia estatistica foram observadas em
comparacao com o0s animais de controle tratados com Cremophor EL. Ndo foram
observadas diferencas no numero de ovos encontrados no tecido hepatico em
nenhum dos grupos avaliados.

Figura 43 — Atividade anti-S. mansoni in vivo do composto de 2i.
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O efeito do tratamento com o 2i em diferentes estagios dos ovos de S. mansoni
esta descrito na Tabela 10. Os tratamentos foram capazes de reduzir a porcentagem
de ovos imaturos: 22,5% (VO) e 7,5% (VI). Além disso, os compostos ainda foram
capazes de aumentar a porcentagem de ovos inviaveis: 53,8% (2i VO) e 75,1% (2i
VI).

Tabela 10 — Efeito do tratamento com o composto 2i nos estagios dos ovos
depositados por S. mansoni

Estagios dos ovos

Reducédo no nimero de ovos

Grupos . Imaturos Maduros Invidveis
imaturos (%) %) %)
Cremophor (VO) 725+ 3.1 20.8+ 2.0 6.7+ 0.4
PZQ (VO) 66,1% 6.4+3.0* 25.5+ 3.5 68.1+ 10.3
2i (VO) 50,1%? 22.5+ 4.0* 23.7t 1.1 53.8+ 3.9
Cremophor (VI) 73.6£2.3 143+ 2.8 12.1+ 0.8
2i (V1) 66,1%" 7.4611.1* 174+ 1.8 75.1+ 2.2

Foram avaliados 7-10 animais por grupo.

a reducdo comparada ao controle intraperitoneal (VO)

b Redugdo comparada ao controle orogastrico (VI)

*p <0,001 em relacdo aos grupos controle (Chremophor)
Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 43B mostra o numero médio de vermes coletados do sistema portal
mesentérico de camundongos dos grupos que foram tratados com o composto 2i (OV
e IV). O derivado 2i (OV) apresentou menor carga parasitaria (81,2%) do que animais
tratados com PZQ (65,6%). Camundongos tratados com IV apresentaram 0S mesmos

resultados entre os grupos tratados com 2i (69,2%) e PZQ.

6.4.3.5 Analise de MEV das formas adultas de S. mansoni

Para a avaliagcéo ultraestrutural dos parasitas cultivados com o derivado 2i (100
pMg/mL) foram feitas coletas apds 2 e 22 horas de exposi¢cdo aos compostos. Como
controle negativo, o DMSO (1,66%) foi avaliado as 22 horas (Figura 44A-D), e como
controle positivo 0 PZQ a 3 pg/mL por 2 horas (Figura 44E-H).

As imagens do controle negativo mostram fémeas de S. mansoni com papilas
tegumentares e sensoriais integrais (Figura 44A-B) e machos com tegumento (Figura
44C), tubérculos e pontas inteiras (Figura 44D). Vermes tratados com PZQ
demonstraram alteracbes caracteristicas causadas pelo farmaco, como contracdo
total e enrugamento de parasitas fémeas (Figura 44E-F) e machos (Figura 44G).
Parasitas machos também mostraram destruicdo de tegumento e tubérculos, com

presenca de bolhas e ulceracdes (Figura 44H).
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Figura 44 — Avaliagéo ultraestrutural de S. mansoni obtida de culturas estimuladas
com DMSO e PZQ.

(3ug/mL) (controle positivo) (E-H). (A e B): mostram fémeas de S. mansoni com o tegumento (W) e

papilas sensoriais intactas (PS). (C e D): vermes machos sem alteracdes no tegumento, tubérculos (T)
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e espiculas (S). (E e F): fémeas mortas com tegumento enrugado (W). (G e H): machos contorcidos

com presenca de bolhas (B), ulceracées (U) e destruicdo de tubérculos (T).

O composto 2i foi capaz de induzir danos aos parasitas duas horas apos a
exposicdo, causando ulceragdes e destruindo o tegumento que expde o epitélio sub-
tegumentar das fémeas (Figura 45A-B), formando bolhas, ulceragbes e causando
uma destruicdo parcial dos tubérculos em machos (Figura 45C-D). Nos parasitas
oriundos da cultura apds 22 horas de contato com 0 composto, o tegumento da fémea
mostrou-se enrugado com uma presenca perceptivel de bolhas (Figura 45E-F). Os
vermes machos apresentaram desintegracdo do tegumento, expondo o epitélio sub-
tegumentar; destruicdo de tubérculos e espiculas e apresentando também ulceraces
(Figura 45G-H).

Com base nestes resultados, foi realizado pedido de patente junto ao INPI
(Apéndice I) e submetido artigo ao Antimicrobial Agents and Chemotherapy

(Apéndice F) o qual encontra-se em andlise.
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Figura 45 — Avaliagéo ultraestrutural de S. mansoni obtida de culturas estimuladas
com composto 2i.

Apos 2 h (A-D) e 22 h (E-H) de incubacdo com o composto 2i. (A e B): mostram fémeas de S. mansoni
com descamacdao do tegumento (PI), exposicao do epitélio subtegumentar (TS) e ulceracbes (U). (C e
D): vermes machos com desintegragédo do tegumento (Di), tubérculos (T) destruidos e ulceragdes (U).

(E e F): fémeas mortas com presenca de bolhas (B).
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6.4.4 Atividade anti-células tumorais

O perfil anticancer esta exposto a seguir.

6.4.4.1 Citotoxicidade em Células Nao Transformadas

Foi avaliado, neste estudo, o potencial seletivo dos compostos 3a-i, 4a-b, 5a-d
e seis derivados da série de ftalimido-bis-1,3-tiazéis (6al, 6a3, 6a4, 6a5, 6a6, 6a7 e
6b1l — os demais compostos da série estdo sendo testados dando continuidade ao
estudo) frente a células ndo transformadas. Por esta razédo, as células ndo tumorais
foram expostas ao tratamento com 0s novos compostos e com o controle positivo,
doxorrubicina (DOXO). A viabilidade dos compostos testados na concentragao de 10
MM variou de 78,5 a 100% (Figura 46) e na concentracao de 100 uyM variaram de 73,5
a 100% (Figura 47). Verificou-se que todos os compostos sintetizados apresentaram
valores de ICs0>100uM, na dose maxima testada de 100 uM, em PBMC'’s, enquanto
que o valor de ICs0 da doxorrubicina foi de 6,6+1,08 uM. Estes resultados demonstram

gue os compostos testados ndo apresentam citotoxicidade frente as células nao
transformadas.

Figura 46 — Viabilidade Celular em PBMC na Concentracdo 10 uM.
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Figura 47 — Viabilidade Celular em PBMC na Concentragao 100 yM
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6.4.4.2 Viabilidade Celular, ICso e indice de Seletividade

Foi realizado um screening, onde foram testados os 22 compostos em oito
linhagens tumorais (Tabela 11), na concentracdo de 10 uM, para determinagdo do

potencial antineoplasico dessas amostras. O controle positivo utilizado foi a DOXO na
concentragéo de 10 uM.



174

Tabela 11 — Viabilidade celular (%) de derivados ftalimido-1,3-tiazéis frente a
linhagens neoplasicas in vitro
MOLT-4 TOLEDO HL-60 HL-60 MX1 K562 MCF-7 T47-D SK-MEL-28

DOXO 1 30 0,3 46 18 21 6
3a 86 65 96 100 100 90 100 100
3b 77 66 90 100 100 93 97 100
3c 90 88 100 100 100 92 100 100
3d 92 100 100 100 100 # 82 97
3e 100 86 100 100 100 100 100 100
3f 68 46 82 79 100 95 85 91
39 66 100 60 90 100 96 100 100
3h 67 72 100 90 100 # 86 100
3i 100 100 100 100 100 100 100 100
4a 100 54 100 100 100 100 100 94
4b 98 100 100 94 100 100 98 100
5a 90 81 100 97 100 98 100 100
5b 93 74 100 89 100 # 96 100
5c 30 1 100 34 96 63 58 64
5d 88 100 90 72 100 # 100 100

6al 9 70 0,4 96 100 43 77 100
6a3 5 27 6 7 23 55 56 21
6a4 28 79 0,3 100 47 57 59 100
6a5 42 30 0,8 11 30 54 75 100
6a6 23 15 2 5 26 59 59 46
6a7 13 2 2 76 70 45 61 100
6bl 89 90 91 87 100 # 85 100

#Compostos nao testados
Fonte: Elaborado pelo Autor

O ensaio de citotoxicidade € um parametro importante na deteccéo da atividade
antineoplasico, onde os compostos que sdo capazes de reduzir a viabilidade celular a
valores inferiores a 59% foram submetidos a novos ensaios para determinacdo do
ICs0. Para os tumores hematoldgicos, esta condicdo foi obedecida para os respectivos
compostos: na linhagem de Leucemia Linfoblastica Aguda (MOLT-4), 7 compostos
(5c, 6al, 6a3, 6a4, 6a5, 6a6 e 6a7); para a linhagem de Linfoma Nao-Hodgkin de
Células B (TOLEDO), 7 compostos (3f, 4a, 5c, 6a3, 6a5, 6a6 e 6a7); na linhagem de
Leucemia Promielocitica Aguda (HL-60), 6 compostos (6al, 6a3, 6a4, 6a5, 6a6 e 6a7);
na linhagem de Leucemia Promielocitica Aguda Resistente (HL-60-MX1), 4
compostos (5¢, 6a3, 6a5 e 6a6); e em células da linhagem de Leucemia Mielogénica
Crbnica (K562), 4 compostos (6a3, 6a4, 6a5 e 6a6).

Ja para os tumores solidos os seguintes compostos foram capazes de reduzir
a viabilidade celular a valores inferiores a 59%: na linhagem de Adenocarcinoma de
Mama (MCF-7), 6 compostos (6al, 6a3, 6a4, 6a5, 6a6 e 6a7), ndo foram testados 05
compostos (3d, 3h, 5c, 5d e 6b1) para esta linhagem; para a linhagem de Carcinoma
Ductal de Mama (T-47D), 1 composto (6a3); e na linhagem de Melanoma Maligno (SK-
MEL-28), 2 compostos (6a3 e 6a6).
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A partir desse ensaio, foram selecionados para realizacao das determinagdes
da ICso duas linhagens de tumores hematologicos (MOLT-4 e K562) nas
concentracfes de 0,1, 1, 10 e 100 uM, exceto 5¢ que em MOLT-4 foi testado nas
concentracbes de 0,1, 1, 2,5, 5 e 10 uM devido a saturagdo do composto; e duas
linhagens de tumores sélidos (SK-MEL-28 e T47D) nas concentracdes de 1, 10 e
100uM.

Em MOLT-4, fora obtidos valores de ICso que variaram entre 5,8 e 7,12 yM para
0s compostos testados. Os compostos 5c¢ (6,04+0,04 uM), 6a3 (5,94+0,79 uM), 6a5
(5,99+0,03 uM) e 6a6 (5,8+0,42 pM), apresentaram valores de ICso inferiores ao
farmaco utilizando como padréo, a DOXO (6,37+0,3 uM) (Tabela 12).

Tabela 12 — Concentracgdo Inibitéria em 50% (ICso) dos compostos em MOLT-4
Composto ICso MOLT (M)

DOXO 6,37+0,3
5c 6,04+0,04
6al 7,1+0,95
6a3 5,94+0,79
6a4d 7,12+0,59
6a5 5,99+0,03
6a6 5,8+0,42
6a7 6,9+0,87

Fonte: Elaborado pelo Autor

Em K562, os valores de ICso variaram entre 6,98 e 11,97 yM. O composto 6a3
(6,98+0,74 uM) apresentou perfil aproximado a ICso da DOXO (6,52+0,21 uM).
(Tabela 13)

Tabela 13 — Concentracao Inibitéria em 50% (ICso) dos Compostos em K562
Composto 1Cso K562 (uM)

DOXO 6,52+0,21
6a3 6,98+0,74
6ad 11,97+1,54
6a5 7,74+2,47
6a6 8,48+1,82

Fonte: Elaborado pelo Autor
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Em SK-MEL-28, foram obtidos valores de ICso de 5,67+0,38 uM (6a3) e
5,85+1,81 uM (6a6), ambos os valores proximos, mas abaixo do ICso da DOXO
(6,52+0,21uM) (Tabela 14).

Tabela 14 — Concentracgéo Inibitéria em 50% (ICso) dos Compostos em SKMEL-28
Composto ICso SKMEL-28 (pM)

DOXO 6,52+0,21
6a3 5,67+0,38
6a6 5,85+1,81

Fonte: Elaborado pelo Autor

Jaem T-47D, o ICso (11,97+1,83 uM) foi superior ao ICso da DOXO (6,36+0,27

pMM), utilizada como controle positivo (Tabela 15).

Tabela 15 — Concentracao Inibitéria em 50% (ICso) dos Compostos em T47-D
Composto 1ICso T47-D (M)
DOXO 6,36+0,27
6a3 11,97+1,83
Fonte: Elaborado pelo Autor

O indice de seletividade (I1S) é o indicador que consiste na razao entre o0 ICso
de células normais e tumorais, sugerindo o potencial uso em testes clinicos. O IS dos
compostos avaliados esta exposto na Tabela 16. Quanto maior for a proporcdo, maior
sera a seletividade com células tumorais. Isso significa menor toxicidade em células

normais, sugerindo maior protecdo as mesmas e reducao dos efeitos colaterais.
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Tabela 16 — Indice de Seletividade nas Linhagens Neoplasicas.
Composto 1Cso PBMC Estimado (uM) ICs0 MOLT-4 (uM) IS Estimado

5c >100 6,04 >16,56
6al >100 7,1 >14,08
6a3 >100 5,94 >16,86
6ad >100 7,12 >14,04
6a5 >100 5,99 >16,69
6a6 >100 5,8 >17,24
6a7 >100 6,9 >14.,49
Composto 1Cso PBMC Estimado (uM) ICs0 K562 (pM) IS Estimado
6a3 >100 6,98 >14,33
6a4 >100 11,97 >8,35
6a5 >100 7,74 >12,92
6a6 >100 8,48 >11,79
Composto ICso PBMC Estimado (uM) 1Cso SK-MEL-28 (uM) IS Estimado
6a3 >100 5,67 >17,64
6a6 >100 5,84 >17,09
Composto [Cso PBMC Estimado (uM) ICso T-47D (M) IS Estimado
6a3 >100 11,97 >8,35

Fonte: Elaborado pelo Autor

Os compostos testados apresentaram resultados promissores nas diversas
linhagens tumorais avaliadas. Em MOLT-4, foi estimado valores entre 14,08 e 17,24.
Em K562, variaram de 8,4 a 14,33. Em SKMEL-28, apresentaram valores de 17,09 e
17,64. E T-47D estimou-se 8,35 o indice de seletividade.

As moléculas mais ativas apresentam grande peso molecular. Estas também
se mostraram menos toxico nos ensaios de PBMC e mais seletivas em comparacéo
aos demais compostos testados revelando-se estruturas promissoras. Em termos
estruturais, tais compostos sao derivados bis-1,3-tiazdis nos quais ndo ha substituicao
nos nitrogénios N3 dos nucleos tiazolicos.

Pode-se verificar que os derivados ftalimido-bis-1,3-tiazéis e o composto 5c¢
revelaram menores valores em termos de percentual de viabilidade celular nas
diversas linhagens tumorais avaliadas.

Entre os compostos avaliados pode-se prever que o0 esqueleto base que
apresenta trés heterociclos (uma ftalimida e dois 1,3-tiaz0is) € promissor para o
desenvolvimento de protétipos a farmacos antitumorais. Sendo que, com o0s

resultados ja disponiveis, tem-se um indicativo que a substituicbes em N3 do tiazol
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central a molécula é prejudicial a atividade quando se avalia dos dados obtidos a partir
do composto 6bl. Conclusbes mais consistentes quanto a este aspecto serdo
possiveis apos a obtencdo dos resultados dos demais compostos da série 6al-6d7
que se encontram em fase de testes.

Com base nestes resultados, foi realizado pedido de patente junto ao INPI
(Apéndice J), e este se encontra em revisao.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1 CONCLUSOES

Os compostos planejados das séries 2a-n, 3a-i, 4a-b, 5a-d e 6al-6d7 foram
sintetizados e purificados por rotas sintéticas que, ap0s serem otimizadas, se
mostram de facil execugcdo com obtenc¢do de rendimentos superiores a 50%;
As propriedades fisico-quimicas e estruturais foram bem estabelecidas, tendo-
se confirmado a obtencéo de 57 derivados heterociclicos hibridos da ftalimida
e do 1,3-tiazol;
A citotoxicidade in vitro foi desenvolvida para a série 2a-n em esplendcitos de
camundongos BALB/c, células Vero, macrofagos J774 e macréfagos
peritoneais, onde 0s compostos mais promissores desta série (2i, 2j € 2m) nédo
se mostraram téxicos para células de mamiferos. Os compostos das séries 3a-
i, 4a-b, 5a-d e alguns da série 6al-6d7 foram avaliados frente a PBMC'’s e foi
demonstrado que todos ndo apresentam citotoxicidade frente a células ndo
transformadas;
Para a série 2a-n, foram determinadas as propriedades:
» anti-T. cruzi, sendo o composto 2j (4,7 UM) o0 mais promissor e a partir
do estudo desta série foi planejada e estudada a série 6a-l que permitiu
a identificacdo do composto 6j (0,5 uM) com indice de seletividade de
409, sendo cerca de 27 vezes mais seletivo que o BDZ. O possivel
mecanismo de acdo foi estudado e ndo € decorrente de processos
classicos de morte celular sendo possivel que diminuam a viabilidade do
parasito decorrente de altera¢des da organizacao do citosol;
» anti-L. infantum, onde os composto 2j (9,8 uM ) e 2m (13,9 uM) foram
0S mais potentes em inibir promastigotas, induzir a producéo de NO e
provocar alteracdes celulares no parasita, o que ha razoavel indicio de
ser decorrente de alteragbes na fungao mitocondrial do parasita;
» anti-S. mansoni, através da qual o composto 2i (49,36 uM) surge como
um forte candidato a farmaco esquistossomicida ja que apresenta acéao
in vitro frente a vermes adultos e esquistossomulos, perfil este

diferenciado do PZQ, podendo se vir a ser usado na profilaxia da
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doenca, algo ainda inexistente na terapéutica. Como possivel
mecanismo de acao, ficaram evidentes alteracdes que acontecem no
tegumento do parasita provocadas pelo composto 2i;
Para as séries 3a-i, 4a-b, 5a-d e alguns compostos da série 6al-6d7 foram
avaliadas as propriedades em inibir tumores solidos e hematologicos, onde se
destacaram os derivados ftalimido-bis-1,3-tiazois, dentre os quais os 6a3 (5,67
KUM) e 6a6 (5,85 uM) foram mais potentes que a Doxorrubicina para a linhagem
de Melanoma Maligno (SK-MEL-28) estudada,;
Frente aos perfis anti-T. cruzi, anti-L. infantum, anti-S. mansoni e antitumoral
encontrados para 0os compostos aqui obtidos e estudados pode-se afirmar que
0s nucleos ftalimida e 1,3-tiazol sdo estruturas privilegiadas, corroborando com
0 que é descrito na literatura, e que a hibridacédo destes nucleos vem a ser uma
promissora estratégia para o desenvolvimento de farmacos multialvos;
Os dados ja obtidos possibilitaram a publicacdo de dois artigos (European
Journal of Medicinal Chemistry e European Journal of Pharmaceutical
Sciences) e o pedido de duas patentes executadas junto ao INPI, fato que

contribui para o aprimoramento cientifico e tecnolégico nacional e regional.

7.2 PERSPECTIVAS

Aprofundar o estudo da série 2a-n buscando o desenvolvimento de ensaios in
vivo e melhor esclarecimento dos mecanismos de suas diversas propriedades;
Estudar os mecanismos de acdo antitumoral dos derivados ftalimido-bis-1,3-
tiazois que ja foram testados e se mostraram promissores;

Finalizar as avaliacdes biologicas para as séries 3a-i, 4a-b, 5a-d e 6al-6d7
(anti-tumoral) bem como buscar novos alvos biolégicos para avaliacdo. Estes
compostos ja encontram-se sendo estudados quanto as propriedades anti-
Candida albicans — com o grupo do Prof. Dr. Patrice Le Pape do Département
de Parasitologie et Mycologie Médicale, Université de Nantes — e anti-T. cruzi
—com o grupo do Prof. Dr. Celso Vataru Nakamura, do Laboratorio de Inovacéo
Tecnologica em Desenvolvimento de Medicamentos e Cosmeéticos,
Universidade Estadual de Maringa;

Redigir os artigos cientificos com as séries 3a-i, 4a-b, 5a-d e 6al-6d7.
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Abstract

Phthalimide, 1,3-thiazole, and thiazolidinone cores are considered privileged scaffolds and represent an attractive
starting point to design new bioactive compounds for neglected tropical disease (NTD). Schistosomiasis is a NTD,
caused by Schistosoma worms which praziquantel (PZQ) is the only drug used to treat humans, but the decrease in the
effect after treatment has been reported. Recently, some phthalimide-thiazole derivatives exhibited in vitro
antischistosomal activity against adult worms with significant ultrastructural changes and a lower cytotoxic effect on
splenocytes. This new biological phthalimido-thiazole profile has motivated us to evaluate a new generation of such
molecules in immature and adult worms. Thus, a phthalimido-thiazolidinone derivative, (3¢), and three phthalimido-
thiazoles (6¢, 7a, and 7h) were evaluated conceming their in vitro activity on schistosomulae and adult worms. The
results showed that these compounds brought a significant reduction on the mortality, inhibited oviposition, and then
induced mortality in immature and adult worms alike. According to scanning electron microscopy, the tegument was
the principal target for 7a and 7h and revealed gradual damage to the tegument surface, inducing destruction and
decomposition of the tegument in the same areas and exposition of subtegumental tissue and of muscle tissue.
Furthermore, they caused less toxicity in splenocytes than PZQ. Compounds 7a and 7h revealed to possess promising
activity against larval forms. According to the present study, the privileged structure phthalimido-thiazoles act as a
molecular framework that has antischistosomal activity and most form the basis to the next pre-clinical tests.

Keywords Schistosoma mansoni - Phthalimido-thiazole - Privileged scaffold - Schistosomiasis

Introduction
Electronic supplementary material The online version of this article
(https://doi.org/10.1007/s00436-018-5897-4) contains supplementary . L. . X L
material, which is available to authorized users. Schistosomiasis mansoni is an acute and chronic parasitic dis-
ease caused by blood flukes (trematode worms) of the genus
54 Ana Cristina Lima Leite Schistosoma. It is included in the neglected diseases list by the
acllb2003 @yahoo.combr World Health Organization (WHO). It is estimated that at least

206.5 million of people required preventive treatment in 2016.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: It is estimated that the worldwide prevalence of leishmaniasis is around 12 million individuals in 80 countries,
Leishmaniasis with 400,000 new cases per year. In the search for new leishmanicidal agents, the hybrid phthalimido-thiazoles
Visceral Leishmaniasis have been identified as an important scaffold for drug design and discovery. The present study thus reports the in

Leishmania infantum
Thiazoles
Phthalimide derivatives

vitro activity of a series of phthalimido-thiazole derivatives. Cytotoxicity against a strain of L. infantum, Vero
cells, J774 macrophages and peritoneal macrophages was evaluated, as well as nitric oxide (NO) production.
Activity against amastigote and promastigote forms of L. infantum and microscopic changes in the parasite and
intracellular targets of the parasite were achieved. The results show that the compounds arising from
hybridization of phthalimide and 1,3-thiazole exhibit promising leishmanicidal activity. Compounds 2j and
2m were the most potent of the series tested and the parasites treated with these compounds exhibited
ultrastructural changes, such as cell body shrinkage, loss of cellular membrane integrity, vacuolization of
cytopl. brane profiles surrounding lles and swelling of mitochondria. The data showed that these
compounds reduced the survival of intracellular amastigotes and presented low toxicity for mammalian cells.
The compounds produced increased NO production compared to untreated cells in non-infected macrophages.
Treated promastigote forms showed an increase in the number of cells stained with propidium iodide. The
compounds brought about significant changes in mitochondrial membrane potential. According to the present
study, phthalimido-thiazole compounds exhibit leishmanicidal activity and could be used to develop novel
antileishmaniasis drugs and explore potential molecular targets.

1. Introduction Bolognesi, 2009; Espuelas et al., 2012; Santos et al., 2008; Srividya
et al., 2012). Most treatments are inadequate owing to factors such as
Leishmania infantum is the etiological agent of Visceral low therapeutic index leading to high toxicity and side effects,

Leishmaniasis in the Americas, Europe and parts of Africa. The disease emergence of resistant parasites, high costs beyond the means of

affects individuals of all age-groups and can lead to death if not treated affected countries, and others. These disadvantages, together with the

(da Silva et al., 2012). lack of an effective vaccine, indicate the need to investigate new drugs
The first treatment of choice for leishmaniasis has been based on (Cavalli and Bolognesi, 2009; Espuelas et al., 2012).

pentavalent antimonials (Marin et al., 2015). Second choice drugs The literature reports that the 1,3-thiazole nucleus is widely found

include Amphotericin B, Pentamidine and Miltefosine (Cavalli and in a variety of pharmacologically active substances and in some
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Keywords:

Chagas disease
Trypanosoma cruzi
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Thiazoles

Pyridine derivatives
Apoptosis

Chagas disease, caused by the kinetoplastid protozoan parasite Trypanosoma cruzi, remains a relevant
cause of illness and premature death and it is estimated that 6 million to 7 million people are infected
worldwide. Although chemotherapy options are limited presenting serious problems, such as low effi-
cacy and high toxicity. T. cruzi is susceptible to thiazoles, making this class of compounds appealing for
drug development. Previously, thiazoles resulted in an increase in anti-T. cruzi activity in comparison to
thiosemicarbazones. Here, we report the structural planning, synthesis and anti-T. cruzi evaluation of
new thiazoles derivatives (3a-m and 4a-m), designed from molecular hybridization associated with non-
classical bioisosterism. By varying substituents attached to the phenyl and thiazole rings, substituents
were observed to retain, enhance or greatly increase their anti-I. cruzi activity, in comparison to the
corresponding thiosemicarbazones. In most cases, electron-withdrawing substituents, such as bromine,
3,4-dichloro and nitro groups, greatly increased antiparasitic activity. Specifically, new thiazoles were
identified that inhibit the epimastigote proliferation and were toxic for trypomastigotes without
affecting macrophages viability. These compounds were also evaluated against cruzain. However, inhi-
bition of this enzyme was not observed, suggesting that the compounds work through another mech-
anism. In addition, examination of T. cruzi cell death showed that these molecules induce apoptosis. In
conclusion, except for compounds 3h and 3k, all thiazoles derivatives evaluated exhibited higher cyto-
toxic activity against the trypomastigote forms than the reference medicament benznidazole, without
affecting macrophages viability. Compounds 4d and 4k were highlights, CC50 = 1.2 e 1.6 uM, respec-
tively. Mechanistically, these compounds do not inhibit the cruzain, but induce T. cruzi cell death by an
apoptotic process, being considered a good starting point for the development of new anti-Chagas drug
candidates.

© 2017 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Chagas disease, caused by the kinetoplastid protozoan parasite
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), remains a relevant cause of illness and
premature death with 6 million to 7 million people estimated to be
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Chagas disease is a parasitic infection caused by protozoan Trypanosoma cruzi that affects approximately
6—7 million people worldwide. Benznidazole is the only drug approved for treatment during the acute
and asymptomatic chronic phases; however, its efficacy during the symptomatic chronic phase is
controversial. The present work reports the synthesis and anti-T. cruzi activities of a novel series of
phthalimido-thiazoles. Some of these compounds showed potent inhibition of the trypomastigote form
of the parasite at low cytotoxicity concentrations in spleen cells, and the resulting structure-activity
relationships are discussed. We also showed that phthalimido-thiazoles induced ultrastructural alter-

Keywords:
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Trypanosoma cruzi
Thiazole

ations on morphology, flagellum shortening, chromatin condensation, mitochondria swelling, reservo-
somes alterations and endoplasmic reticulum dilation. Together, these data revealed, for the first time, a
novel series of phthalimido-thiazoles-structure-based compounds with potential effects against T. cruzi
and lead-like characteristics against Chagas disease.

Hydrazone
Phthalimide

© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a
potentially life-threatening illness caused by the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Approximately 6—7 million people are
estimated to be infected worldwide, mostly in Latin America,
where Chagas disease is endemic [ 1].

Despite the efforts of many investigators to research new anti-
Chagas drugs, only one drug is currently used in therapy, benzni-
dazole (Bdz) [2,3]. Current chemotherapy for Chagas disease is
unsatisfactory due to the limited efficacy of Bdz, particularly during

* Corresponding author.
E-mail address: acllb2003@yahoo.com.br (A.CL. Leite).

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2016.01.010
0223-5234/© 2016 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

the chronic phase, with frequent side effects that can lead to
discontinuation of treatment [4].

One pragmatic way to improve the quality of both the candidate
drugs and screening collections is by improving the quality of the
building blocks (reagents) that are used to synthesize them. Our
strategic program focused on substructures and properties that are
known to have imparted biological activity and good ‘drug-like’
properties previously. Among the chemical groups explored for
anti-Chagas activity, thiazolyl hydrazones are noteworthy because
of their wide biological, especially anti-parasitic, activities [5—8].
Caputo et al. have demonstrated trypanocidal activity for a series of
4- arylthiazolylhydrazones [9], which have broad and potent ac-
tivities for all forms of the parasite.

Our efforts toward new antichagasic drugs since 2006 have led
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Modulation of the immune system is an emerging concept in the control of tumor growth. Bearing in mind
the pharmacological properties of thalidomide and its phthalimide derivatives, we describe here the
structural design, synthesis and pharmacological evaluation of N-acylhydrazones derived from
phthalimide. The ability of these N-acylhydrazones in inhibiting the secretion of TNF-« in stimulated
cells as well as in inhibiting the transcription of the TNF-o. gene was evaluated. We identified
N-acylhydrazones 6b and 9c, which substantially impaired TNF-o secretion, expression and reduced
IL-1B production similar to thalidomide or Revlimid. N-Acylhydrazone 9c was also able to induce
apoptosis in Jurkat cells, however it does not have either antiproliferative properties or cytotoxicity for
mouse splenocytes. Beyond that, we have assayed the ability of these compounds to induce cell death

www.rsc.org/medchemcomm

Introduction

The immune system'’s role in cancer involves many different
mechanisms, such as minimizing metastasis by attenuating the
expression of pro-angiogenic factors. Another aspect is the
enhancement of antitumor immunity facilitated by interferons
and interleukins. Overall, reducing inflammation by modu-
lating the immune response is important over the course of
cancer. In light of these possibilities, the identification of
immunomodulating agents is a task that is receiving a great
deal of attention. In this way, a variety of cytokines, including
IL-1 and tumor necrosis factor (TNF), play different roles as
regulators of immune, inflammatory, and growth responses.’
IL-1 ligands (IL-12. and IL-1B, collectively referred to as IL-1) are
pluripotent, proinflammatory cytokines that orchestrate
inflammatory and host defense responses in the body.* IL-1
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and a number of them are able to induce apoptosis.

increases T-cell responses to mitogens (and indirectly activates
B cells), increases expression of vascular adhesion molecules,
and induces a number of other proinflammatory cytokines,
chemokines, and inflammation-associated molecules that form
an amplifying cascade to stimulate an immune response.?
Tumor necrosis factor (TNF) can kill cells by apoptosis, and this
ability to induce apoptosis is presently the most intensely
studied area of TNF research.?

A series of recent papers has provided new hope that TNF
could yet be useful as an anti-tumor cytokine.*® The manipu-
lation of signaling pathways downstream of TNF receptor (TNF-
R) activation showed that TNF negatively regulates its own
ability to induce apoptosis. However, despite considerable
incentives, viable leads for analogous small-molecule inhibitors
of TNF have not been reported.®

Phthalimide derivatives have been attracting considerable
attention since 1979 when Chapman Jr et al. showed that
N-substituted phthalimides possess hypolipidemic activity.”
Two years later, Hall et al. examined 12 imide analogs and
proposed that phthalimides are able to inhibit acetyl CoA
carboxylase activity.'” The same group investigated 10 N-aryl-
phthalimides and found that o-(N-phthalimido)acetophenone
lowered both serum cholesterol and triglyceride levels by 57%
and 44% after 16 and 14 days of treatment in Swiss white mice."*
This class of compounds is also endowed with anti-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Abstract

Cancer remains a major cause of death worldwide and was the cause of 8.8 million deaths in 2015, and colorectal
cancer is the third most prevalent. Development of small molecules with biological activity is important because it
provides new alternatives for cancer treatment. Thalidomide is a synthetic compound most known for its involvement
in a big pharmacological disaster, after its use for morning sickness by pregnant women. Despite this notorious
episode involving teratogenesis, thalidomide was rediscovered, and now is used for the treatment of several diseases.
Notably, thalidomide structure may serve as an interesting scaffold for the development of new phthalimide
derivatives, and it presents a diverse amount of pharmacologic effects, including anti-neoplastic, epigenetic, anti-
angiogenic and anti-inflammatory properties. The aim of this work was to evaluate a series of thalidomide analogs for
its antitumor effects and immunomodulatory properties through in vitro and in silico approaches. The series concern 14
molecules, which have a common phthalimide core and vary in some substituents. Cytotoxic effects were assessed
with colon cancer cell lines and Vero cells by MTT assay. Cytometric Bead Array (CBA) was used to detect Th1, Th2
and Th17 cytokine profiles in supernatants of mice splenocytes stimulated with each compound at CC50 after 24 h, 48
h, 72 h and six days of incubation. Compounds tested revealed toxicity and selectivity to tumor cells when compared
to thalidomide, with CC50 values between 25 pL e 274.9 pL. Compounds also shown remarkable immunomodulatory
effects, especially in the modulation of TNF and IL-10, key cytokines in development and progression of colorectal
cancer. In order to evaluate a possible correlation between in vitro effects and the IKKB protein, an important player in
NF-kB signaling pathway, we performed molecular docking calculations with IKKB as target. Through molecular
docking was possible to describe the molecular interactions between compounds from AS series and amino acid
residues in the active site of the protein IKKB, which demonstrated good correlation with in vitro results. After analyzing
all results, compound 2k stood out, with the better toxicity, high selectivity and high induction of decrease TNF
production when compared to the other series compounds. Results corroborate the expected anticancer and
immunomodulatory activities of thalidomide analogs, with a possible interaction with IKKB protein.
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Abstract: Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a
serious public health proklem in Brazil and worldwide. Currently, about 7
million people are infected mostly in the Americas. The only drug used to
treat this disease is benznidazole, however, this drug is only effective
in the acute phase of the disease. This paper reports the synthesis and
the anti-Trypanosoma cruzi activity of 4-thiazolidinone and 1,3-thiazole
derivatives of thiosemicarbazones previously described as a potent
trypanocidal agent, planned through the bioisosterism strategy.
Therefore, the synthesis of 28 aryl-4-thiazolidinones (2a-r and 3a-j) was
achieved, which aryl ring possesses halogens atoms in meta and para
positions, and the heterocyclic system had lipophilic substituents. These
compounds were thus evaluated as anti-T. cruzi agents against
epimastigote, trypomastigote and amastigote forms of T. cruzi. Compounds
were also tested its toxicity in L929 fibroblasts and peripheral blood
mononuclear cells. In view to investigate a bioisosteric relationship
between 1,3-thiazoles and 4-thiazolidinones, eighteen 1,3- thiazoles
derived from trifluoromethyl thiosemicarbazone (4a-r) were also tested in
the same model. It was possible to show that between the 36 tested
compounds, those that possess a bromine (2a-r) atom showed better
activity compared to compounds substituted by a fluorine (3a-j) and to
1,3-thiazole derivatives (4a-r), which were inactive. In general, the 2a-
r series showed low toxic profile in the two cells line tested. Besides,
compound 2h was the most active of then when compared to the standard
benznidazole.
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X =
Para verificar a autenticidade deste certificado, acesse o link http://medtrop2015.gnius.com.br/certificado e informe o c6digo: 07075492 % Y &
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Certificamos que o trabalho intitulado
Chagas disease in Brazil: analysis of hospitalizations, acute cases and chronological
series of mortality in the last 15 years

dos autores

Gevanio Bezerra de Oliveira Filho; Ulisses José Felix Tendrio Oliveira; Arsénio
Rodrigues Oliveira; Miria de Oliveira Barbosa; Lucianna Rabelo Pessoa de Siqueira;
Marcius Vinicius de Oliveira Silva; Ana Cristina Lima Leite

foi apresentado na drea de Doencas de Chagas

naformade Poster durante o 52° CONGRESSO DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
MEDICINA TROPICAL, realizado no periodo de 21 a 24 de agosto, no Centro Cultural e
de Exposicdo Ruth Cardoso em Macei6/AL.

Maceid, 24 de agosto de 2016.

Pmmlwm’lnluﬁa ;/:‘«" o=

Marcus Vinigius Guimaraes'de Lacerda Fernando\‘lde Araulu Pedrosa

. @ w.rmm BRASILFIRA Presidante da Sociedade Presidente do 52° MedTrop
] DE MEDICINA TROPICAL Brasileira de Medicina Tropical

40 EB'T ~ o ENCONTRO BRASILEIRO PARA

~ INOVACAO TERAPEUTICA

REALIZAGAO CERTIFICADO

Certificamos que L. P. L. FERREIRA, A. R. OLIVEIRA, L. R. P. de
SIQUEIRA, M. O. BARBOSA, M. V. O. SILVA, F. A. dos SANTOS, M. G.
ﬂ R. PITTA, M. J. B. M. REGO e A. C. L. LEITE apresentaram o trabalho
LI intitulado AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINEOPLASICA DE NOVOS
UFPE DERIVADOS HIBRIDOS DE FTALIMIDA E TIAZOL na modalidade
poster, no 42 Encontro Brasileiro para Inovagdo.
ISG == P PG Er Jaboat3o dos Guararapes, 19 de Novembro de 2016.
Sionly a0 1 MIAs
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caves racere CRF-PE

llllqvils‘q_‘llllli» Presidente
%) Farmasin Maira Galdino da Rocha Pitta

O | i ECRETARIA DE
. InCt'If cuezcu, TE‘C!‘{:)LOGIA MINISTERIO DA
- EINOVAC AD SAUDE
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CD2A|] 25™ Annual Medicinal
2017 Chemistry Conference

This is to confirm that
t%\fé‘:m'o Aggfn:yue.s Ohiveira

Attended the 25" GP2A Annual Medicinal Chemistry
Conference in Liverpool (31°* August-1%t September 2017)

ﬁx C  Hutthoad

Dr Susan E. Matthews

(on behalf of the organising committee)



INSTITUT DE CHIMIE ORGANIQUE ET ANALYTIQUE
Université d’Orléans - CNRS - UMR 7311

The organising commitee of the YRFM 2018
Mail : young.medchem@sct-asso. fr

CERTIFICATE OF ATTENDANCE

The organising commitee of the YRFM 2018 certifies that
Arsénio RODRIGUES OLIVEIRA
participated in the 25th Young Research Fellows meeting, 5-7 March 2018

Orléans, March 572018

Samia Aci-Seéche
For the organizing commitee of the YRFM 2018

Pole de chimie - rue de Chartres, BP 6759 - 45067 Orléans Cedex 2 - France
Tél : +33(0)2 38 41 73 54 - Fax : +33 (0)2 38 41 72 81 - http:/fwww.icoa.fr
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