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RESUMO

SOUZA, V. A. M. SINTESE E AVALIAGAO BIOLOGICA DE INIBIDORES HiBRIDOS
COM POTENCIAL ANTINEOPLASICO HEMATOLOGICO. 2025. no. 114. Trabalho de
Conclusdo de Curso de Farmacia — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2025.

Palavras-chave: hibridacdo molecular; HDACG6; PI3K; cancer hematologico.

INTRODUCAO: O cancer é uma doenga caracterizada pela proliferacdo descontrolada e
rapida de células anormais, com um vasto numero de genes mutados. Mutagdes na
PI3Kd (fosfoinositideo 3-quinase delta) sdo prevalentes nas linhagens leucocitarias,
tornando a sua inibicdo uma estratégia bastante explorada, apesar da aparente
resisténcia a monoterapia. Para superar este problema, moléculas hibridas,
principalmente a combinacéo de inibidores da PI3K e de HDACG6 (histona desacetilase
6), tém demonstrado eficacia como abordagem alternativa. OBJETIVO: O presente
estudo propde-se a sintetizar compostos hibridos que ajam sinergicamente em PI3K e
HDACG6. Para tanto, planejou-se compostos por meio da fusdo de unidades
farmacoféricas derivadas do idelalisibe, um inibidor seletivo da PI3Kd, e do nexturastate
A, um inibidor seletivo da HDAC6. MATERIAL E METODOS: Os compostos hibridos
propostos foram sintetizados a partir da reacdo da 6-cloropurina (1) com anilinas para-
substituidas, por meio da substituicdo nucleofilica aromatica (SNAr), formando os
intermediarios anilino-purinicos (2). Estes foram submetidos a reagdo com 4-
(bromometil)benzoato de metila, seguindo o mecanismo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2), para formar intermediarios metil-benzoatos (3). Por fim, reagiu-se os
intermediarios (3) com hidroxilamina (NH20H) para formacdo dos hidroxamatos (4)
correspondentes por meio da amindlise do éster. Todos os compostos sintetizados foram
submetidos a caraterizagédo por RMN de 'H e '3C. Todos os compostos finais tiveram sua
pureza avaliada por HPLC e determinagao da faixa de fusdo, além de terem a atividade
biolégica comprovada por estudos em diferentes linhagens celulares de cancer. Os
compostos de maior destaque possuiram sua inibigdo enzimatica avaliada.
RESULTADOS: Sete compostos finais foram preparados com sucesso, exibindo bons
rendimentos globais. Os resultados de rendimento, faixa de fusdo e concentragdo em
HPLC indicam alta pureza dos compostos. Os compostos foram entdo encaminhados
para os ensaios de citotoxicidade, nos quais quatro destacaram-se devido a maior
seletividade para linhagens de LLA. Os ensaios enzimaticos evidenciaram a seletividade
dos compostos para a enzima HDAC 6 quanto a outras isoformas para os quatro
compostos selecionados. CONCLUSAOQ: Este estudo sintetizou com sucesso sete
hibridos de idelalisibe e nexturastate A, com quatro demonstrando seletividade para
linhagens de LLA e inibicdo de HDACG6. Futuras pesquisas devem elucidar suas
mecanisticas de morte celular, comparar os resultados contra células saudaveis e avaliar
a superacao de resisténcia, além do possivel avango para estudos in vivo, visando o
desenvolvimento de terapias multialvo mais eficazes para leucemias.



1. INTRODUGAO
1.1 Fisiopatologia, epidemiologia e tratamento de neoplasias

O cancer se apresenta como um amplo grupo de doengas neoplasicas malignas
caracterizadas pelo surgimento acelerado e desordenado de células anormais, resultante
da perda de mecanismos regulatérios do ciclo celular. Essas células adquirem a
capacidade de invadir, se estabelecer e multiplicar em tecidos adjacentes e/ou distantes
e modular o microambiente tumoral para sustentar seu crescimento e disseminagao
(HANAHAN, 2022).

A origem da doencga é multifatorial, surgindo a partir de interacdes complexas entre
alteragdes genéticas e/ou epigenéticas (YOU; JONES, 2012). As alteracbes genéticas,
sejam herdadas ou adquiridas ao longo da vida, manifestam-se como mutacdes que
inativam genes supressores de tumor (e.g., TP53), ativam proto-oncogenes a oncogenes
(e.g., superexpressdo de MYC) ou resultam de rearranjo cromossdmicos, como a
translocacao t(9:22) formando o gene de fusao BCR-ABL1 no cromossomo Philadelphia,
cuja proteina tirosina quinase constitutivamente ativa impulsiona a leucemogénese
(CASAUBON; KASHYAP; REGAN, 2025; MENDIRATTA et al.,, 2021; NOWELL;
HUNGERFORD, 1960). Ao mesmo tempo, as alteragdes epigenéticas se dao através da
interacdo do organismo com o ambiente, afetando mecanismos que levam ao
silenciamento ou ativacao, através da metilacdo/desacetilagao ou
acetilacao/desmetilacéo, respectivamente, de histonas sem a alteracéo (i.e., mutagao)
dos pares de base da sequéncia genética, como o silenciamento do gene PTEN (BAYLIN;
JONES, 2011; YOU; JONES, 2012).

Dentre os diversos subtipos de cancer, destacam-se as neoplasias hematolégicas,
com apresentacéao clinica como leucemias, linfomas e mielomas. A leucemia linfoblastica
aguda (LLA), caracterizada pela proliferagao de linfocitos imaturos e comprometimento
da medula 6ssea e do sistema imunoldgico, representa cerca de 30% dos casos de
cancer pediatrico e 80% dos casos de leucemia na mesma faixa etaria, com maior
incidéncia em criangas de 2 a 9 anos (GRIPP et al., 2024; PUI, 2020). Embora possua
taxa de sobrevida em 5 anos maior que 90% em casos pediatricos, o cenario nao é o
mesmo para o0s casos em adultos (PAUL; KANTARJIAN; JABBOUR, 2016;
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TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Estima-se que para esse grupo a probabilidade seja
entre 30% e 40%, com chance de apenas 20% para a cura, e alta taxa de recidiva (INABA,
PUI, 2021; JABBOUR et al., 2015; PAUL; KANTARJIAN; JABBOUR, 2016).

No Brasil, de acordo com o INCA, estima-se que entre 2023 e 2025 sejam
diagnosticados 483590 casos de neoplasias do tipo ndo melanoma por ano em todo o
territorio nacional, sendo 5,5% (26660 casos) neoplasias hematoldgicas, e destas, 43%
(11540 casos) sdo leucemias (SANTOS et al., 2023).

O tratamento do cancer, apos diagnostico conclusivo, pode ser realizado através
de cirurgia, radioterapia, transplante de medula éssea ou quimioterapia. Atualmente, ha
um grande arsenal quimioterapico que pode ser utilizado junto com medicamentos anti-
inflamatorios esteroidais, como a prednisona e dexametasona, que vao desde a terapia
convencional (e.g. metotrexato, ciclofosfamida, vincristina, pegaspargase etc.), a
tratamentos mais sofisticados, como terapias alvo-molecular, representados por
inibidores seletivos (e.g. idelalisib — inibidor de PI3K®, nexturastat A — inibidor de HDACS,
sirolimus — inibidor de mTor, imatinib — inibidor de BCR-ABL1 etc.), e imunoterapia (e.g
rituximabe e bliatumombe) (INABA; PUI, 2021; INCA, 2025). O tratamento deve ser
iniciado o mais rapido possivel, idealmente dentro de 60 dias no Brasil, para evitar a
progressao da doencga e o desenvolvimento de efeitos tardios relacionados a toxicidade
dose-dependente dos farmacos, manifestando-se como insuficiéncia renal e
cardiomiopatia, principalmente na populagao infantil (LOPES; CAMARGO; BIANCHI,
2000). Embora as terapias seletivas apresentem maior seguranga e menor risco de
reacdes adversas, ainda ndao sdo amplamente utilizadas devido ao alto custo, restando a
maior parcela da populagdo as terapias convencionais, onde a toxicidade e o
desenvolvimento de resisténcia sdo comuns devido aos mecanismos de evasdo da
celular e ativacao de vias de sinalizac&o alternativas, sdo desafios significativos (UEDA
et al., 2022; WANG; TORTORELLA, 2022).

Neste cenario, a quimica farmacéutica desempenha um papel central no design e
sintese de novos candidatos a farmacos, explorando estratégias como a hibridagao
molecular, visando terapias mais eficazes e com menor impacto na qualidade de vida dos

pacientes.
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1.2 Sobre a enzima PI3K e seus inibidores

As fosfoinositideo-3-quinases (PI3Ks), quinases iniciadoras da via, foram
identificadas como responsaveis por propagar sinais extracelulares para o meio
intracelular, por meio da formagdo de mensageiros intracelulares fosforilados, neste
caso o0 PIP3. As PI3Ks estao geralmente associadas a vias de sinalizagao disparadas
por receptores do tipo tirosina-quinase ou acoplados a proteina G (Figura 1)
(VANHAESEBROECK et al., 2001). Apos a formacéo do complexo ligante-receptor ha o
recrutamento, ao nivel intracelular, de enzimas PI3K que, ao se ligarem com o receptor
de membrana, ativam seu sitio catalitico e passam a ser capazes de promover a
fosforilagdo do seu substrato (PIP2 a PIP3), dando inicio entdo a cascata de eventos
intracelulares PI3K/Akt/mTOR (YANG et al., 2019; ZHAO; VOGT, 2008).

Figura 1 — Via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR
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Fonte: Adaptado de Vanhaesbroeck et al. (2001).

A via de sinalizagéo PI3K/AKT/mTor (Figura 1) € uma das mais importantes para
as células de um organismo, envolvendo a regulagdo do crescimento, a motilidade
celular, a sobrevivéncia, o metabolismo e a angiogénese (MARTINI et al., 2014). No caso

de mutacdes especificas, amplificacdes ou delecbes de informagdes genéticas, que



12

codificam enzimas indutoras desta via (como a PI3K), ou ainda inibidoras (como a
PTEN), tornam-se grandes as possibilidades deste evento resultar no crescimento
tecidual maligno e desenfreado, corroborando a formagdo de massas tumorais
agressivas (MARTINI et al., 2014; YANG et al., 2019). E sabido que a via pode se
encontrar desregulada em quase todos os tipos de cancer, sendo a sobreativagdo da
enzima PI3K, especialmente a isoforma PI3Kd em linhagens linfoides, uma das
responsaveis pela progressdo das neoplasias hematologicas (JANKU; YAP; MERIC-
BERNSTAM, 2018; YANG et al.,, 2019). Cabe destacar que a ativagdo da via esta
relacionada com o mau prognéstico e a resisténcia a farmacos em leucemias
(MORISHITA et al., 2012).

Figura 2 -Inibidores de quinase aprovados para tratamento do cancer. Os nlcleos destacados em negrito
representam a por¢éo das moléculas que exploram a regido de intera¢do da adenina, no bolséo de ligacéo
do ATP (presente no dominio catalitico das quinases). As regides destacadas pelos quadros tracejados
indicam os grupos farmacoforicas responséaveis pela agdo ndo-competitiva destes farmacos
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Fonte: De autoria prépria.

Dada a importancia no ciclo celular e prevaléncia de alteracdes em neoplasias, a
via PIBK/AKT/mTor, e em especial a enzima PI3K, mostra-se como um proeminente alvo
molecular para o planejamento de farmacos. A pesquisa por medicamentos inibidores de
quinases foi estimulada com a aprovacao do imatinibe em 2001 para o tratamento de
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LMC, com atualmente cerca de 20% dos esforgcos mundiais voltado a superfamilia de
enzimas (Figura 2) (CHAUDHRY et al., 2021; ROSKOSKI, 2019). Atualmente, existem
trés inibidores da PI3K aprovados para uso: a) idelalisibe, inibidor da PI3K®, para LLC
recidivante ou refrataria, linfoma nao-Hodgkins de células B recidivante e linfoma
linfocitico; b) copanlisibe, inibidor das isoformas PI3Ka e PI3Kd, para o tratamento de
pacientes adultos com linfoma folicular recidivante e; c) duvelisibe, inibidor de PI3Kd e
PI3Ky, para o tratamento de pacientes adultos com leucemia linfocitica cronica recidiva
ou refrataria (CLL) e para linfoma linfocitico pequeno. Entretanto, a utilizagdo destes
medicamentos como monoterapia tem se mostrado ineficaz devido ao facil surgimento de
mutacdes que evadem o efeito citotdxico do farmaco e a compensacgao por meio de outras
vias (WAITMAN; PARISE-FILHO, 2022). Ademais, estudos tém apontado que os
mecanismos de resisténcia aos inibidores de quinases podem ser superados com
abordagens terapéuticas multifatoriais, que utilizam associagdes farmacolédgicas ou pelo
uso de farmacos hibridos que atacam a massa cancerosa por multiplas vias de
sinalizac&o independentes entre si (SAWYERS, 2007).

Figura 3 - (Esquerda) Modelo genérico bidimensional do sitio de ligagdo do ATP em proteinas quinases.
(Direita) Modelo tridimensional do sitio de ligacdo do ATP da enzima quinase dependente de ciclina 2
(CDK2). Cores semelhantes em ambos os modelos representam as mesmas regides. Os inibidores de
quinases normalmente exploraram uma ou mais das regides indicadas pelas diferentes cores. Adaptado
de Vulpetti & Bosotti (2004).
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O arcabougo molecular dessas moléculas leva em consideragao importantes
regides da enzima. Como exemplo, os inibidores ditos acima exploram a utilizagao de
anéis heterociclicos para interagao através de ligagdes de hidrogénio com a regido hinge,
mimetizando um ATP (Figura 3). Alteracdes na porgdo superior das moléculas sao
realizadas para que diferentes interagdes sejam realizadas na cavidade hidrofébica e seja
conferida seletividade aos inibidores, dado que ha variagdes do sitio dentre as isoformas
da enzima. Ainda, devido a natureza hidrofilica dos bolsées da ribose e de ligagdo do
trifosfato, os inibidores de quinases que exploram essas regides e que possuem grupos

muito polares e volumosos, sdo bem tolerados e possuem alta afinidade pelos seus alvos.

1.3 Sobre a enzima HDACSG6 e seus inibidores

Dentre as modulagdes epigenéticas conhecidas estdo a acetilagdo e a metilagédo
de histonas, proteinas envolvidas no enovelamento e condensacdo da cromatina.
Segmentos de cromatina que apresentam ampla desacetilagao das histonas possuem a

informacao genética condensada, tornando-a silenciada para transcri¢ao génica.

Figura 4 - Representagdo esquematica do funcionamento homeostéatico de modulagdes epigenéticas
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Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2015).
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O equilibrio homeostatico entre acetilagdo versus desacetilagdo de proteinas
histonas € modulado por duas enzimas, conhecidas respectivamente como histona
acetiltransferases (HAT) e HDACs (Figura 4) (GALLINARI et al.,, 2007; ROPERO;
ESTELLER, 2007)

As HDACs sao enzimas responsaveis pela desacetilacdo de histonas, tornando os
segmentos afetados da cromatina menos susceptiveis a transcrigao e, por consequéncia,
genes sao silenciados. Dentre todas as isoformas de HDAC, a enzima HDAC6 tem
ganhado atengao como potencial alvo terapéutico isolado, por apresentar caracteristicas
distintas das demais HDAC (LOSSON et al., 2020). Apesar de sua presenca e atuagao
nuclear, a HDACG6 se encontra majoritariamente no citosol, sendo capaz de desacetilar
outros substratos, como a a-tubulina, afetando o transporte intracelular, a morfologia
celular e migragcao das células, sendo a sua superexpressao também associada a
progressao de neoplasias hematolégicas (MEHRPOURI; POURBAGHERI-SIGAROODI;
BASHASH, 2021).

Embora existam moléculas com efeito inibidor de HDACs aprovadas, como o
vorinostate (Figura 5), primeiro inibidor de HDAC aprovado para o tratamento de linfoma
cutaneo de células T, o belinostate (Figura 5), aprovado para o tratamento de linfoma de
células T periférico e linfoma de células T reincidentes; e, o panobinostate, ultimo inibidor
de HDAC a receber aprovagao pelo FDA para o tratamento de mieloma multiplo, além é
claro de uma série de outras moléculas que estdo em estudos clinicos, todos apresentam
amplo espectro inibitério, ndo possuindo ag¢ao seletiva a uma isoenzima especifica
(DUVIC; AND VU, 2007; FENICHEL, 2015; PU et al., 2024). E sabido que a ampla inibigéo
de HDAC apresenta uma série de efeitos adversos incluindo cardiotoxicidade,
mielossupressao, trombocitopenia, neutropenia, além de diarreia, nausea, vomito e
fadiga (FU et al., 2017; ROSIK et al., 2014).
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Figura 5 - Modelo farmacoférico dos inibidores de HDAC e a estrutura dos inibidores de HDAC aprovados
para uso terapéutico, ou em estudos clinicos.
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Embora nenhum inibidor seletivo de HDAC 6 tenha sido aprovado para uso clinico,
muitas tentativas tém sido feitos explorando a regido cap e linker (Figura 5) da enzima
para lhe conferir seletividade, como o ricolinostate, citarinostate e o Nexturastat A.(GU et
al., 2024; WANG; WAN; LIU, 2018; YUE et al.,, 2025). O mecanismo de acado das
moléculas explora a existéncia de um cation de zinco localizado ao fim do bolso
hidrofobico das HDACSs, especificamente um Zn?* na HDAC6 (WANG; WAN; LIU, 2018).
Dessa forma a regido ZBG da molécula (Figura 5) possui grupos quelantes, como o acido
hidroxdmico e orto-aminobenzamidas, a fim do aumento de interagdo com a enzima. A
regido linker ajuda a conferir seletividade para as isoformas da enzima, uma vez que a
cavidade catalitica de cada uma possui formas e tamanhos diferentes (BERGMAN et al.,
2012; WANG; WAN; LIU, 2018). Uma vez que o canal da cavidade catalitica da HDACG6
€ mais tolerante a linkers volumosos, o planejamento de seus inibidores tem adotado
sistemas benzilicos ou heterociclicos para a regidao, como é o caso do Nexturastat A (LEE
et al., 2018; PU et al., 2024; YUE et al., 2025). J4 a regidao cap (Figura 6) pode ser

utilizada a fim de se conferir maior poténcia e seletividade as moléculas devido a
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interacdes especificas que fortalecem sua permanéncia no local (GU et al., 2024; WANG,;
WAN; LIU, 2018).

Figura 6 - (A) Estrutura dos inibidores seletivos de HDACEG ricolinostate e citarinostate, cujas seletividades
sdo conferidas pela regido do cap. (B) Estrutura dos inibidores seletivos de HDACG6 tubastatina A e
nexturastate A, cujas seletividades sédo conferidas pela regido de linker. (C) Modelo esquematico
bidimensional e tridimensional do bolséo catalitico 2 (CD2) da HDACG6. O atomo de zinco esta representado
como uma esfera cinza no fundo do bolséo tridimensional. Cédigo PDB: 5g0i.118 Imagem gerada utilizando
0 programa PyMOL 1.3 (Schrdédinger, LLC).
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Fonte: De autoria proépria.

Considerados em conjunto, esses achados revelam o potencial tanto de quinases,
particularmente PI3K, quanto da enzima HDAC6 como alvos para o desenvolvimento de

novos farmacos para o tratamento do cancer e demais doencgas.
1.4 Sobre a hibridagdo molecular

As modificagcbes moleculares possuem como objetivo melhorar o perfil
farmacolégico de uma molécula a partir da alteragao, simples ou complexa, de sua

estrutura quimica (DEB et al., 2018). As modificagbes podem ser obtidas através da
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simplificacdo ou complexificagdo molecular, ciclizagédo, introdugdo ou substituicdo de
grupos funcionais e/ou volumosos, introdugéo de centro quirais etc.(DEB et al., 2018;
NADENDLA, 2023). Dentre elas, destaca-se a hibridagdo molecular. A técnica consiste
em fundir, sobrepor ou mesclar dois ou mais farmacéforos, farmacos ou compostos
bioativos, na expectativa de se obter uma nova entidade quimica hibrida, que apresente
propriedades sinérgicas e de maior poténcia, se comparada as propriedades isoladas de
cada um dos prototipos originais (DEB et al., 2018; VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

A abordagem em utilizar farmacos hibridos com acdo multialvo é bastante
promissora, pois permite modular simultaneamente dois ou mais alvos envolvidos em
condigdes multifatoriais, como € o caso de neoplasias (BOLOGNESI; CAVALLI, 2016).
Do ponto de vista farmacoterapéutico, o uso de farmacos hibridos com acdo multialvo
pode promover efeitos sinérgicos, reduzir efeitos adversos e facilitar o regime terapéutico
através da reducéao de dose e/ou frequéncia de administracao (BOLOGNESI, 2013; QIAN
et al., 2012a; WANG; TORTORELLA, 2022).

Figura 7 - Estruturas de hibridos com a¢&o dual em PI3K e HDAC. O nucleo destacado em azul retrata a
porcdo responsavel pela acdo em quinases. A regido em preto das estruturas é responsavel pela acédo
em HDAC. O fimepinostate (canto inferior direito) € um exemplo bem-sucedido de hibridagdo molecular
de farmacos antitumorais de a¢&o dual.
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Neste contexto, Chen e colaboradores (2018) reportaram a sintese de inibidores
duais das proteinas PI3K e HDAC a partir da fusdo do nucleo do protétipo GDC-0941, de
conhecida acdo em PI3K, com o acido hidroxdmico de cadeia alquilica do vorinostate,
pan-inibidor HDAC (Figura 7). Os autores reportaram ganhos significativos de
seletividade para linhagens tumorigénicas oriundas de canceres hematoldgicos, com
resultados de ganho em até mil vezes na poténcia do composto, em comparagao com a
associacao de vorinostate e GDC-0941, e de até trinta mil vezes comparado as estruturas
administradas isoladamente (Figura 7) (CHEN et al., 2018a; QIAN et al., 2012b). A
molécula, nomeada fimepinostate (CUDC-907), segue em ensaios clinicos de fase 2 para
o tratamento de tumores sodlidos refratarios, tumores que acometem o sistema nervoso
central e linfomas (THAKUR et al., 2020). Vale ressaltar que nos estudos reportados até
o momento, o fimepinostate tem mostrado reversao de quadros de resisténcia as terapias
convencionais (LUAN et al., 2019).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

A abordagem multialvo emerge como uma estratégia promissora ao tratamento de
cancer. A hibridagdo molecular de grupos farmacoféricas contendo dois ou mais
mecanismos de acao distintos representa uma valiosa ferramenta para a descoberta de
moléculas capazes de inibir seletivamente e simultaneamente multiplas vias de
sinalizagdo, visando a redugdo de reagbes adversas e melhor manejo da terapia. A
combinagao de inibidores de PI3K e HDAC demonstra sinergismo e maior atividade

antineoplasica, especialmente em tumores hematoldgicos.

Dado o exposto, o presente trabalho possui como objetivo a obtengdo de uma série
de compostos, planejados por meio da hibridagdo molecular do idelalisibe (inibidor
seletivo da PI3Kd) e do nexturastate A (inibidor seletivo de HDACG), com vistas ao
tratamento do cancer, e melhor compreensdo das bases moleculares da acao destes
hibridos. Para este fim, os analogos serao sintetizados, caracterizados e avaliados com

relacdo a sua atividade bioldgica em linhagens tumorais e inibigao enzimatica.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Planejamento e sintese dos hibridos moleculares

A estrutura geral dos compostos planejados consiste em um nucleo de adenina,
vindo do composto idelalisibe, importante para a interagcdo com a regido de hinge da
PI3K, incorporado a um grupo p-benzil-hidroxamato, proveniente do nexturastate A,
atuando como linker e ZBG, subunidade importante para a acao na HDAC. A diversidade
molecular sera obtida por meio da incorporacao de diferentes anilinas substituidas na
posicédo 6 do nucleo purinico, interagindo com a regido gatekeeper na PI3K e formando
o cap dos inibidores de HDAC, que pode estar relacionado a modulagao de seletividade
e afinidade por isoformas de proteinas PI3K (isoformas a, B, y e &) e, potencialmente,
outras quinases. Conforme a Figura 8, planeja-se utilizar ao menos 10 (dez) substituintes
R’". Sendo assim, dez produtos estdo programados para serem obtidos no periodo de

execucao deste projeto. O planejamento pode ser visualizado na Figura 8.

Figura 8 - A) Planejamento dos compostos hibridos de idelalisibe e nexturastate A. B) Série a ser
sintetizada eseus respectivos substituintes.

A - ey
< LAY
Sy YO,
N / N LA /i\ /;J . Regido de interagdo |
I S : (Gatekeeper)
Y S — | N ;
— , Cap group i\ Diversidade Molecular
. N_ Regigo de 1) Modulagéo de
QJI /> k \> interagdo ! R=——— afinidade (?)
NZ N “ (Hinge) : -~ HN : 2) Modulagao de
N 1| Regigo de 3 Seletividade (?)
Idelalisibe Adenma Hibridagdo : mtera(;\éo ’\[“
Alvo: PI3K3 Molecular !| (Hinge
: NH Linker + ZBG
grupo benzil- hldroxamato
[e] N
HN
Nexturastate A Linker + ZBG:
Alvo: HDAC6 grupo benzil-hidroxamato

.R
HN
NN
\)i\
(P

4aR=-H
4bR=-F
4cR=-Cl
4dR = -Br
4e R = -NO,

4fR =-NH,
o [o) 4g R =-0OCH
4h R =-CHj
4i R =-COOCH;3
4j R =-COOH

Fonte: De autoria propria.
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Para a sintese, utilizou-se vidrarias comumente empregadas a rotina de
laboratorios que trabalham com sintese orgéanica, como baldes de fundo redondo,
béqueres e funis de separacdo. Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos
comercialmente dos fornecedores Synth™, Merck™, Sigma-Aldrich-Merck™: e
Oakwood Chemicals™. Cada reacdo e suas etapas foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando cromatofolhas de aluminio e silica
gel GF254 (Merck-Milipore™), reveladas por luz ultravioleta (UV, A: 254 nm), pé de iodo
(12) e vanilina. Quandonecessario, os compostos foram purificados por cromatografia
em coluna com silica gel (tamanho do poro: 60 A).

Conforme apresentado no Esquema 1, os compostos finais serdo obtidos a partir
da reagao da 6-cloropurina (1) com a anilina, e com anilinas substituidas, por meio de
substituigdo nucleofilica aromatica (SNAr), formando os intermediarios 2. Os
intermediarios 2 serdo submetidos a reagao com 4- (bromometil)benzoato de metila via
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), para a formagdo dos
intermediarios ésteres 3. Por fim, os ésteres 3 serdo reagidos com hidroxilamina (NH20H)
para a formacao dos hidroxamatos correspondentes 4. A mesma rota sintética planejada
no Esquema 1 sera utilizada para todos os compostos, considerando as devidas

adaptag¢des nas condigdes reacionais e nos reagentes de partida.

oL iep
Cl R HN HN HN
N7 SN a _ NN b N)\/EN\ c N)\/EN\
l)NIN> * © Ty T LY
H H
5 1a+ 2a-j 3aj 4a-j

O— HN-oH

Esquema 1: Proposta sintética para obtencédo dos compostos 4a-j. Reagentes e condi¢fes: a) HCI 10 M
(0,8 eq.), isopropanol, refluxo, 18 h; b) p-(bromometil) benzoato de metila 6 (1 eq.), K2COs (3 eq.), acetona,
refluxo, 18 h; c) NH20H (hidroxilamina) 7 (50 eq.), NaOH (8 eq.), THF-MeOH-Dioxano (1:1:1), 0 °C - t.a.,
2 h.

3.1.2 Reacgéo para formagdo dos compostos intermediarios 2
O método sintético para a sintese dos intermediarios 2 estdo descritos a seguir

na Figura 9 e no Procedimento Geral A.
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Figura 9 - Reacéo geral para a formacédo dos intermediarios 2.

Cl R
NTX N\ . HCI 10 M (0,8 eq.) N N\
L Ay L Ay
N H Isopropanol,
NH,

N
refluxo, N H
5 18 h

1a:R=H 1f:R=NH, 2a:R=H 2f: R = NH,
1b:R=F 1g:R=0CH; 2b:R=F 2g: R = OCHj3
1c:R=Cl 1h:R=CHj 2c:R=Cl 2h:R=CHj
1d: R =Br 1i: R=COOCH;, 2d: R=Br 2i:R=COOCHj;
1e: R = NO, 2e: R=NO;,

Fonte: De autoria propria

Procedimento Geral A: Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, colocou-se
guantidades equimolares de 6-cloropurina (1 mmol — 154,6 mg) e da respectiva anilina
substituida (1,0 eq.). Em seguida, adicionou-se ao baldo quantidade suficiente de
isopropanol para preencher metade do balédo e 0,8 mmol de HCI concentrado (0,08 mL
— 0,8 eq.) O sistema foi deixado sob agitacao constante e refluxo por 18 h. Apds o fim
da reacédo, a mistura amarelada resultante foi filtrada a vacuo e lavada com isopropanol
(3 x 30 mL). O solido foi ressuspenso em 50 mL de bicarbonato de sodio (NaHCOs3)
saturado e deixado sob agitacdo por 10 minutos, o que levou a alteracdo de cor da
suspensao para branca esverdeada. Por ultimo, a suspensao foi filtrada a vacuo, lavada

com H20 (3 x 30 mL) e seca em dessecador para obtencédo de um p6 esverdeado.

O composto 2] pdde ser obtido através da hidrélise do composto 2i, como o

descrito pelo seguinte procedimento.

Procedimento geral E: Em um baldo de fundo redondo, solubilizou-se 1,5 mmol
(403,9 mg) do intermediario 2i em 4,5 mL de dioxano. Em seguida, com o reagente em
agitacao, adicionou-se 9,9 mmol (4,95 mL; 6,6 eq.) de solugdo de KOH 2M ao baldo. A
mistura foi deixada em refluxo e agitagao por aproximadamente 2h. Apés a finalizagao
da reacao, observada por cromatografia em camada delgada, o baldo foi levado a banho
maria invertido até atingir 0°C onde, em seguida, teve seu pH ajustado para 1 com a

utilizacao de HCI 2M para garantia da protonacao das espécies. Apds, o balao foi deixado
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no congelador por cerca de 1 hora para formagao dos cristais de precipitado. Por fim, a
solucao foi filtrada a vacuo para a obtencéo de um pé de coloragao amarelada com 94%

de rendimento.

3.1.3 Reacéo para formacao dos compostos intermediarios 3
O método sintético para a sintese dos intermediarios 3 estdo descritos a seguir
na Figura 10 e no Procedimento Geral B.

Figura 10 - Reacgédo geral para a formagé&o dos intermediarios 3.

le )j:N\> + /\©YO K,CO3 le)Nj: :\>

NZ N ONQ Acetona,
H refluxo, o)
18 h
2a:R=H 2g: R = OCH3 6 O—

2b:R=F 2h: R=CHj3 3a:R=H 3g: R = OCHj
2c: R=ClI 2i: R = COOCH;3; 3b:R=F 3h: R = CHj

2d: R =Br 3c:R=Cl 3i:R=COOCH,;
2e: R=NO, 3d: R=Br
3e: R=NO,

Fonte: De autoria propria.

Procedimento Experimental Geral B: Em um baldo de fundo redondo,
adicionou-se 1 mmol do intermediario 2, junto de 1 mmol de 4-bromometil benzoato de
metila (229 mg — 1 eq.) e 3 mmol de carbonato de potassio (K2COS3; 414 mg - 3 eq.),
em 20 mL de acetona. A mistura foi mantida em agitacdo constante e refluxo por 18 h.
Em seguida, a reacdo foi interrompida com cerca de 20 mL de H20 e extraida com
acetato de etila (EtOAc, 3 x 20 mL). A fase organica combinada foi entdo lavada com
solucéo cloreto de sodio (NaCl), seca com sulfato de sédio anidro (Na2S0O4) e
concentrada em evaporador rotativo. Por fim, a mistura foi purificada por cromatografia
em coluna utilizando fase movel em gradiente de EtOAc-metanol (10:0) a (9,5:5) para

obtencdo de um composto de cor branca e cristalino.
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3.1.4 Reacéo para formacéo dos produtos 4
O método sintético para a sintese dos produtos 4 estdo descritos a seguir na
Figura 11 e no Procedimento Geral C.

Figura 11 - Reagdo geral para a formagé&o dos produtos 4.

e oy T
kN/ N NaOH, kN/ N

0 THF/MeOH/Dioxano (1:1:1), o

0°>ta.,2h

O— HN-oH
3a:R=H 3e: R=NO; 4a:R=H 4e: R =NO,
3b:R=F 3g: R = OCHj,4 4b:R=F 4g: R = OCHj
3c:R=Cl  3h:R=CH, 4c:R=Cl  gn:R=CH,
3d: R=Br 4d:R=Br

Fonte: De autoria prépria.

Procedimento Experimental Geral C: Em um banho de gelo (0 °C), adicionou-
se a um baldo de fundo redondo, dissolveu-se 4 mmol de hidroxido de sodio (NaOH,;
160 mg - 8 eq.) em 25 mmol de solu¢do aquosa de hidroxilamina (50% p/v; 1,7 mL - 50
eq.). ApGs a completa dissolu¢do do NaOH, adicionou-se, gota a gota, uma solucao de
tetraidrofurano, dioxano e metanol (1:1:1, 3 mL) contendo 0,5 mmol do intermediario 3
(212,1 mg - 1 eq.). Ap6s a adicdo, o baldo foi retirado do banho de gelo para que a
reacao voltasse a temperatura ambiente sendo mantida assim por 2 h sob agitacao.
ApGs o periodo, a reacéo foi neutralizada com HCI 2M, concentrada em evaporador
rotativo e vertida em 20 mL de 4gua gelada, sendo finalmente filtrada a vacuo e lavada

com agua gelada (3 x 30 mL) para obten¢édo de um produto sélido de coloracao branca.

3.1.5 Reacgéo para formagéo do intermediéario chave
O método sintético para a sintese do intermediario chave esta descrito a seguir

na Figura 12 e no Procedimento Geral D.
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Figura 12 - Reacéo para a formacao do intermediario-chave.

Cl
x—N
¢l p-(bromometil) benzoato de metila (1 eq.) le _ \>
N N\> K,CO3 (1,5 eq.) N~ N
L - o
N H DMF,
3h - 10h. O—
5 10

Fonte: De autoria prépria

Procedimento Experimental Geral D: Em um baldo de fundo redondo,
adicionou-se 1 mmol do composto 5, junto de 1 mmol de 4-bromometil benzoato de
metila (229 mg — 1 eq.) e 1,5 mmol de carbonato de potassio (K2CO3; 212 mg — 1,5
eq.), em 5 mL de DMF. A mistura foi mantida em agitacao constante por um periodo de
3h a 10h. Em seguida, a reacao foi interrompida com cerca de 20 mL de H20 e extraida
com acetato de etila (EtOAc, 3 x 20 mL). A fase organica combinada foi entdo lavada
com solucdo cloreto de aménio, seca com sulfato de sbédio anidro (Na2S04) e
concentrada em evaporador rotativo. Por fim, a mistura foi purificada por cromatografia
em coluna utilizando fase mével EtOAc/MeOH (9,9:0,1) para obtencdo de um composto

de cor esverdeada

3.2 Caracterizacao e pureza

Todos os compostos intermediérios e finais da sintese foram caracterizados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e carbono-13
(*H/13C), utilizando espectrometro BruckerTM Advanced-DPX-300® nas frequéncias
300 MHz e 75 MHz, respectivamente. Os compostos foram dissolvidos em
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6, Cambridge Isotope LaboratoriesTM). Os
deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm). Para
calibracdo interna das analises, utilizou-se o sinal residual do solvente utilizado. As
multiplicidades dos sinais foram reportadas como simpleto (s), dubleto (d), tripleto (t),
duplo-dubleto (dd) e multipleto (m). As constantes de acoplamento (J) dos sinais foram

expressas em Hertz (Hz).

Os pontos de fusdo dos produtos sélidos serdo obtidos em aparelho para
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determinacao de ponto de fusdo capilar, modelo M565, da marca Buchi.

A pureza dos compostos foi determinada por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) em um equipamento Shimadzu™ Proeminence® com uma coluna
analitica C-18 Gemini® (5 ym, 150 x 4,6 mm). Preparou-se as amostras da seguinte
forma: solubilizou-se 2,5 mg de cada composto em 0,25 mL de DMSO para formagéo
da mae; em seguida, 50 uL destas solugdes foi diluido em 1 mL de solugdo comporta
por 70% acetonitrila e 30% agua. A separacdo dos compostos foi monitorada por um
detector de arranjo de fotodiodos (PDA), sendo apresentado os perfis dos
cromatogramas em 254 nm. A fase moével utilizada foi agua-acetonitrila (5-100%) com
0,1% de &cido trifluoracético em fluxo de 1 mL/minuto. Fixou-se o tempo de anélise de

cada composto em 20 minutos, com volume de injecao igual a 20 pL.

3.3 Ensaios biolégicos

3.3.1 Viabilidade celular
Os produtos obtidos foram enviados para avaliacdo em ensaios de viabilidade

celular para realizagcdo em laboratério parceiro no Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP liderado pela Profa. Dra. Leticia Veras Costa Lotufo e Prof. Dr. Jodo Agostinho
Machado Neto. Os compostos Vorinostate e Ruxolitinibe foram utilizados como

farmacos de referéncia.

Os compostos foram diluidos em DMSO para a concentragdo final de 50 mM
(Ruxolitinibe, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 49, 49), Vorinostate foi diluido em DMSO na
concentracéo final de 10 mM e armazenados a -20°C. As células foram tratadas com os
compostos nas concentragdes de 0.0032 a 50 uM por 72 h, e entdo submetidas por
ensaios de viabilidade por MTT (CARLOS et al., 2021; KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL,
2018b).

Um total de 2 x 10* células por poco foram dispostas em uma placa de 96 pocos,
utilizando o meio apropriado, na presenca de diferentes concentragdes dos compostos
(0,0032 a 50 uM) por 72 horas. Em seguida, 10 yL de solugdo de MTT (Sigma Aldrich)
(5 mg/mL) foram adicionados e incubados a 37°C, 5% CO:2 por 4 horas. A reacao foi

interrompida com a adigdo de 150 pyL de HCI 0,1 N em isopropanol anidro. A viabilidade
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celular foi avaliada medindo-se absorbéncia a 570 nm. Os valores de IC50 foram
calculados utilizando analise de regressao nao linear no GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, EUA) (CARLOS et al., 2021; KUMAR; NAGARAJAN;
UCHIL, 2018b).

3.3.2 Inibicdo enzimética
As moléculas que obtiveram resultados promissores nos ensaios biolégicos foram

enviadas para ensaios de inibicdo enzimatica para a avaliacdo de sua seletividade para
HDAC 6 quando comparada com outras isoformas. Os ensaios foram realizados em
colaboracdo com o laboratério do professor doutor Wolfgang Sippl, da Faculty of

Biosciences da Martin-Luther-University of Halle-Wittenberg.

Os ensaios de inibicho em HDAC foram realizados utilizando proteinas
recombinantes adquiridas da ENZO Life Sciences AG (Lausen, Suica) para HDAC 1 e
6, enquanto a HDAC 8 foi produzida conforme descrito no trabalho de Zessin e
colaboradores (2019). Todos os inibidores foram testados em um ensaio enzimatico in
vitro, conforme descrito previamente, utilizando placas de 384 pocos (GreinerONE,
catalogo n° 784900) (HEIMBURG et al., 2017; ZESSIN et al., 2019). Ap6s cinco minutos
de incubacéo dos inibidores com a respectiva (HDAC 1: 10 nM, HDAC 6nM: 1nM, HDAC

8: 2nM), as reacdes foram iniciadas pela adicdo de substrato.

Para HDAC 1 e 6, um substrato peptidico acetilado derivado de p53 (Ac-
RHKK(Acetil)-AMC) foi utilizado em um ensaio de fluorescéncia descontinuo, conforme
descrito por Heimburg e colaboradores (2017). Todas as reagdes foram realizadas em
tampéo de ensaio (20nM HEPES, 140 mM NaCl, 10mM MgClz, 1imM TCEP e 0,2 mg/mL
BSA, pH 7,4 ajustado com NaOH) a temperatura ambiente para HDAC 6 e a 37°C para
HDAC 1. Ap6s 45 minutos para HDAC 6 e 90 minutos para a HDAC 1, a reacao foi
interrompida pela adicao de tripsina e SAHA. A intensidade de fluorescéncia foi medida
apos 1 hora de incubacdo usando um Leitor de Placas Multilabel Envision 2104
(PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) com um comprimento de onda de excitacado de 380

+ 8 nm e comprimento de onda de emisséo de 430 £ 8 nm.

A inibicdo da HDAC 8 foi medida de forma continua usando osubstrato peptidico
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tioacetilado (Abz-SRGGK(tio-TFA)FFRR-NH2) como descrito por Zessin e
colaboradores (2019). O aumento da fluorescéncia foi monitorado por uma hora com
duas leituras por minuto, com um comprimento de onda de excitacdo de 320 + 8 nm e

comprimento de onda de emissao de 430 + 8 nm.

Para todas as medicdes, controles positivos (enzima, substrato, DMSO e tampao)
e negativos (substrato, DMSO e tampéo) foram incluidos em cada medicao e definidos
como 100% e 0%, respectivamente. Para todas as enzimas, o Nexturastat A foi utilizado
como controle positivo como inibidor seletivo de HDAC 6. Curvas dose-resposta foram
geradas a partir de 20 uM dos compostos para gerar graficos com 8 pontos. Os valores

de IC50 foram entéo gerados a partir dos resultados obtidos

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caraterizagao dos hibridos moleculares
No periodo do projeto, foi possivel a sintese de sete compostos finais inéditos
(4a-e, 4g-h) e outros dezoito compostos intermediarios (2a-e, 2g-j, 3a-e, 3i-j), seguindo

a rota sintética visualizada no Esquema 2.

k)i © k \> o \> e, Nl?l:»

HN-oH

Esquema 2: Proposta sintética para obtencdo dos compostos 4a-j. Reagentes e condi¢des: a) HCI 10 M
(0,8 eq.), isopropanol, refluxo, 18 h; b) p-(bromometil) benzoato de metila 6 (1 eq.), K2CO3 (3 eq.), acetona,
refluxo, 18 h; c) NH20H (hidroxilamina) 7 (50 eq.), NaOH (8 eq.), THF-MeOH-Dioxano (1:1:1), 0 °C - t.a.,
2 h.

O primeiro composto escolhido para a sintese e para adaptagéo das técnicas de
laboratorio e condigdes experimentais foi o 4d, o qual é o composto p-bromo-substituido.
Assim, a primeira etapa da rota sintética inicia-se com a reacao entre a 6-cloropurina 5

e a p-bromoanilina 1d, segundo Esquema 3, para obtencdo do intermediério 2d. Além
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da p-bromoanilina 1d, esta etapa também foi concluida para outras sete anilinas
substituidas, a saber: anilina 1a, p-fluoranilina 1b, p-cloroanilina 1c, p-nitroanilina 1e, p-
anisidina 1g, p-toluidina 1h e p-aminobenzoato de metila 1i (Esquema 3). Os
experimentos foram realizados em triplicatas para todos os substituintes. Cabe destacar
que todos os procedimentos realizados nessa etapa se encontram detalhados no
Procedimento Geral A e foram realizados de acordo com o protocolo ja descrito em
nosso grupo (TAVARES, 2019). Além dos oito compostos obtidos de acordo com o
Procedimento Geral A, o composto 2j pdde ser obtido através da hidrélise do composto
2i (Esquema 3). Optou-se por esta alternativa devido a facilidade e velocidade da
reacdo. O procedimento encontra-se mais detalhado no Procedimento Geral E,

adaptado de acordo com protocolo utilizado por SILVA, 2020.

cr
Cl R HN

NTX—N HCI 10 M (0,8 eq.) NTX—N
PR - LY
N N Isopropanol, N N
H refluxo, H
5 NH> 18 h
2a:R=H 2f: R = NH,
1a:R=H 1f:R=NH, 2b:R=F  2g:R=0CH;,
1b:R=F 1g: R=O0CHj; 2c:R=Cl 2h:R=CHj,
1c:R=Cl 1h:R=CH; 2d: R=Br 2i:R=COOCH
nE L : TR=E 3 KOH (6.6M), dioxano,
1d: R=Br 1i: R =COOCH; 2e: R=NO, 2j: R = COOH J (reﬂuxZ; 2h
1e: R = N02 ‘

Esquema 3: Condi¢do reacional para a formacgao dos intermediarios 2a-e, 2g-j.

O intermediario 2d foi sintetizado com éxito, alcancando-se um rendimento médio
de 81%. Até o momento, nenhum problema para a realizagdo da reacéo e seu work up
foi identificado. Sendo assim, foram obtidos ainda os intermediarios 2a-e, 2g-j com
rendimentos médios que variam de bons a 6timos, como pode ser verificado na Tabela
1.



Tabela 1 - Rendimento dos compostos 2a-e, 2g-i.
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Composto

Estrutura

Rendimento médio (%)

2a

2b

2c

2d

2e

29

2h

74

77

68

81

72

76

86
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Composto Estrutura Rendimento médio (%)
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O mecanismo de reagcdo envolvido nesta primeira etapa da sintese é uma

2j 81

Tabela 1 — Continuagéo.

substituicdo nucleofilica aromatica (SNAr), muito utilizada na sintese de farmacos para
a modificacdo do arcabouco de anéis aromaticos (KWAN et al., 2018). O mecanismo
ocorre de forma concertada (Esquema 4), com a amina primaria da anilina agindo como
um nucledfilo e atacando o carbono eletrofilico na posi¢cado 6 do anel pirimidinico, com
consequente liberagdo de um ion cloreto (Cl-) como grupo abandonador. Essa reacéo é
altamente favorecida devido ao efeito estabilizador da carga negativa pelos centros
nitrogenados presentes no anel pirimidinico da 6-cloropurina, como também pela

presenca de um bom grupo de partidas (cloreto) (KWAN et al., 2018).

o Q cl HNQ cl HNQ

- ( > ClI_HN
NA\//LN\ HZN ) ﬁ N\ <—>N C N\ <—>N @j\l\
5] H> qq\/[{ L, \H> ?N:)i{
‘QR o7
CIDHN HN
8 N 2 N _
H

H

Esquema 2: Mecanismo reacional de SNAr para formagéo do primeiro intermediario.
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Em relacdo ao composto 2j, sua sintese envolve um mecanismo de adicao
seguido por eliminacdo (Esquema 5). Primeiro, o ion hidroxido realiza um ataque

7

nucleofilico ao carbono carbonilico do composto 2i e é

bY

adicionado a molécula. O
intermediario entdo passa por um rearranjo eletrénico, ocorrendo em sequéncia a
eliminacdo do metanol e formacgéo do acido carboxilico desejado. O mecanismo pode

ser mais bem visualizado no Esquema 5 (CLAYDEN, J. et al., 2000, p. 291).

O>0H

(O
jeiad Nend @* @*
HN &
N)\/[N\ + OH = )\/E 3 + MeOH )\/E
N7 H> . i N> LA
2

N N N

Esquema 5: Mecanismo reacional de adi¢éo e eliminagdo para formacao do intermediario 2j.

Os espectros de RMN 1H e 13C foram obtidos para todos os nove intermediarios
sintetizados. Como exemplo, tem-se a seguir, nas Figuras 13 e 14, os espectros obtidos
para o composto 2d. Todos os demais espectros podem ser visualizados nos itens em

Anexo.

Analisando o espectro de RMN 'H obtido para o intermediario 2d (Figura 13), é
importante notar a presenca dos dois dupletos que surgem em 7,98 ppm e 7,50 ppm,
ambos com integral para dois hidrogénios e constante de acoplamento igual a 7,92 Hz
e 8,43 Hz, respectivamente. Estes sinais sdo caracteristicos de um anel aromatico p-
substituido, indicando que houve a formacéo do produto esperado. Também é possivel
visualizar um sinal em 13,10 ppm referente ao hidrogénio ligado ao N7 do anel purinico,
fortemente desblindado por sua ligacdo a um nitrogénio e ao sistema purinico. Em 9,82
ppm, aparece o sinal referente ao hidrogénio ligado ao N10, inserido entre dois sistemas
aromaticos e, logo em seguida, dois simpletos muito préximos em 8,31 e 8,19 ppm,

referentes aos hidrogénios ligados aos carbonos C2 e C8.



Figura 13 - Espectro de RMN H do intermediario 2d (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 14 - Espectro de RMN 13C do intermediario 2d (300 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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No espectro de RMN *3C obtido para o intermediario 2d (Figura 14) também é
possivel visualizar o padrao da anilina para-substituida, onde os sinais em 131,1 e 122,2
ppm representam os carbonos C12 e C12’, C13 e C13’, respectivamente. Os sinais
pertencentes ao anel purinico aparecem em 151,7 ppm e 151,5 ppm, referentes aos
carbonos C2 e C4, respectivamente, ambos fortemente desblindados; o sinal em 150,5
ppm refere-se ao C6 e os dois seguintes, em 140,1 e 139,3 ppm aos carbonos C5 e C8.
Por fim, aparece o sinal em 119,6 ppm, referente ao C11, e outro em 113,8, referente
ao C14.

Os espectros de RMN 'H e 3C obtidos para o composto 2j, proveniente da
hidrolise do composto 2i, podem ser visualizados no Anexo 7.2 e comprovam a
formacéo do composto pelo desaparecimento do sinal da metila anteriormente ligada ao

éster.

Com a obtencao dos intermediarios anilino-purinicos em quantidades suficientes,
prosseguiu-se para a proxima reacdo da rota sintética proposta. Seguindo o Esquema
6, os intermediarios 2a-e, 2g-i foram submetidos a reacdo com o p-bromo-metil
benzoato de metila 6 para obtencao dos intermediarios 3a-e, 3g-i na presenca de base
e sob condicao de refluxo. Todos os procedimentos realizados nessa etapa encontram-
se mais detalhados no Procedimento Geral B e, da mesma forma que para a reagéo
anterior, foram realizados de acordo com o protocolo previamente estabelecido
(TAVARES, 2019).

~ Acetona, N
refluxo, O
18 h
2a-e, 2-g-i 6 3a-e, 3g-i O—

Esquema 6: Condigao reacional para a formagéo dos intermediarios 3a-e, 3g-i.

A sintese e o work up para a obtencédo dos intermediarios 3a-e, 3g-i ocorreu como

0 esperado, atingindo rendimentos médios que variaram de 26% a 91%. Entretanto, para
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0 composto 3g, a purificacdo padrao (coluna cromatografica — gradiente 100% EtOAc

até EtOAc:MeOH (94%-6%)), néo foi eficiente. Como primeira alternativa, optou-se por

testar a fase movel isocratica composta por EtOAc:Hexano (7:3). O resultado foi

excelente, inclusive para a purificagdo dos intermediarios que possuiam outro

substituinte. Sendo assim, seguiu-se com esta fase movel até o fim dos experimentos.

Os rendimentos médios podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 - Rendimento dos compostos 3a-e, 3g-i.

Composto Estrutura Rendimento médio (%)
HN/©
N
3a Nl)j\> 63
N N
0
0—
o
HN
3b ij% 87
N~ N
o)
0—
iop
HN
3c i by 60
N~ N
O
O—
/©/Br
HN
NN
3d LY 81
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Composto Estrutura Rendimento médio (%)
IS
HN
NN
3e L N 38
N N
O
0—

39 1§ 59

3h Nl)jN» 63
Z>N

3i NTX—N 26
|)IN\>

Tabela 2 — Continuacéo.

Nesta reacdo, 0 mecanismo envolvido é uma substituicdo nucleofilica bimolecular
(SN2), como é observado no Esquema 7. Inicialmente, ocorre o ataque nucleofilico do
par de elétrons do nitrogénio imidazolico presente nos intermediarios 2a-j ao carbono a-
halogenado do composto 6, com formacdo do respectivo intermediario tetraédrico e

subsequente liberacdo do ion Br - como grupo abandonador, gerando os intermediarios
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3a-j. Como uma SN2, a reac&o ocorre em um unico passo, com sua velocidade sendo
afetada pelo solvente utilizado, a concentracdo dos reagentes e pela presenca de
grupos volumosos ao redor do carbono eletrofilico (BRUICE, P.Y, 2006, p. 358-367). O
uso da base K2COs se faz necessario para neutralizar o HBr gerado durante o processo

reacional.

NN o K,CO; N |
(e O — e L
2a 6 3ar 0—

+  KBr+CO, + H,0

Esquema 7: Mecanismo reacional de SN2 para formag¢éo do segundo intermediéario.

Da mesma forma, também foram obtidos os espectros para todos os compostos
intermediarios desta reacdo. Como exemplo, tem-se nas Figuras 15 e 16 0s espectros
de RMN !H e 3C, respectivamente, do composto intermediario 3d. Os demais espectros
podem ser visualizados nos itens em Anexo 7.2. No espectro de RMN 'H (Figura 15),
nota-se trés principais sinais que comprovam a formacao do produto desejado, a saber:
a auséncia do pico na regido de 13,0 ppm, referente ao hidrogénio anteriormente ligado
ao N9; surgimento do sinal em 3,82 ppm, referente a metila ligada ao éster do composto

6 e; 0 pico em 5,54 ppm, referente aos dois hidrogénios ligados ao C15.



Figura 15 - Espectro de RMN *H do intermediario 3d (300 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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Figura 16 - Espectro de RMN
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No espectro de RMN 13C, nota-se a presenca do sinal em 52,1 ppm referente ao
carbono da metoxila C23 e do sinal em 46,0 ppm referente ao carbono metilénico C15.
Destaca-se o sinal em 165,8 referente a carbonila do grupamento éster (C20). Tomados
em conjunto, estes dados indicam que o produto 3d for formado com sucesso.

Com a obtencéo dos intermediarios ésteres 3a-e, 3g-j, prosseguiu-se entéo para
a ultima etapa da rota sintética. Devido a disponibilidade de reagentes, foram
sintetizados sete compostos finais inéditos, sendo eles 4a-e, 4g-h. A estratégia sintética
geral para a obtencéo de 4a-e, 4g-h pode ser visualizada no Esquema 8 a seguir. O
protocolo para a ultima etapa foi baseado em estudos de TAVARES, 2019. Entretanto,
adicionou-se também 1,4-dioxano em uma quantidade equivalente aos outros solventes
para melhor solubilizacdo dos intermediarios 3a-e, 3g-h. Todas as etapas estdo

descritas no Procedimento Geral C.

N‘ X N\> H,N-OH N‘ AN N\>
kN/ N NaOH, KN/ N
o THF/MeOH/Dioxano (1:1:1), o
0°>ta., 2h.
3a-e, 3g-h O— 4a-e, 4g-h HN=oH

Esquema 8: Condigédo reacional para a formacgao dos intermediarios 4a-e, 4g-h.

A sintese e work up levaram a obtencdo dos compostos finais com rendimento
global que variou de 15% a 62%, os quais foram considerados satisfatorios quando
comparados aos obtidos em outros estudos de sintese de acido hidroxamico a partir de
um éster intermediario (ALAM, 2019). Mais informac¢des sobre os compostos, como

pureza e aspecto fisico, podem ser visualizadas na Tabela 3.
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Figura 17 — Sete compostos finais inéditos sintetizados.
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Tabela 3 - Caracterizacéo dos sete compostos finais inéditos sintetizados.

. Rendimento Rendimento Faixa de
Composto  Aspecto fisico Pureza (%) .
(%) Global (%) fuséo (°C)
Solido fino
4a 89 40 95,2 196,1 - 196,6
branco
Sélido fino
4b 92 62 95,0 181,6 — 182,6
branco rosado
Sélido fino
4c 83 40 99,1 187,5-188,7
branco
Sélido fino
4d 77 51 95,7 190,6 — 191,2
branco
Sélido fino b
4e 55 15 75,62 167,3 — dec.

amarelado
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. Rendimento Rendimento Faixa de
Composto  Aspecto fisico Pureza (%) .
(%) Global (%) fuséo (°C)
Solido fino
49 72 31 99,9 147,5 -149,0
branco
Solido fino
4h 87 47 96,5 177,5-179,0
branco

Tabela 3 — Continuagéo.
a Pureza abaixo da esperada.
b Dec = decomposicdo do material.

A amindlise envolvida na reacdo ocorre através de uma série de passos onde ha
adicdo da hidroxilamina ao composto e consequente eliminacdo de um grupo alcoxil,
assim como o descrito por BUNNETT; DAVIS (1960). A hidroxilamina é adicionada ao
carbono carboxilico presente no intermediario 3d, formando um composto intermediario
onde ocorre uma troca de protons entre a amina e oxigénio carbonilico, sendo o ultimo
mais estavel. H4A a formacdo de um intermediario tetraédrico, com consequente
liberacdo do grupo alcoxil (metanol), regeneracdo da base e formacdo do acido
hidroxdmico (BUNNETT; DAVIS, 1960). O mecanismo pode ser visualizado no
Esquema 9.

HN . _ HN HN HN
Na OH
NN JaoH, | AN — NN — N
LD L LY LY
N7 TN |+ N7 TN PH NN OH NN
NH,OH HoN + NH O
L ,
. O —0
&) L o OH | HN=oH

+ MeOH +H,0 + NaOH

Esquema 9: Mecanismo reacional da amindlise de éster.

Os espectros de RMN *H e 3C que comprovam a formacédo do composto final 4d

podem ser visualizados nas Figuras 18 e 19.
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Como pode ser visto na Figura 18, o espectro de RMN *H obtido para o composto
4d é bastante semelhante aquele do intermediario éster 3d. Dois sinais importantes séo
em 11,16 ppm e em 9,00 ppm, relativos aos hidrogénios ligados a amina e a hidroxila,
respectivamente, provenientes da formacdo do &acido hidroxamico. Destaca-se a

auséncia do sinal em 3,82 ppm, relativo a metila ligada ao éster, 0 que mais uma vez
comprova a formacéo exitosa do produto.

Figura 18 - Espectro de RMN H do intermediario 4d (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 19 - Espectro de RMN 3C do composto 4d (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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No espectro de RMN *3C é possivel observar a auséncia do sinal em 52,1 ppm,
relativo a antigametila do éster. Nota-se, ainda, que o sinal de carbono carbonilico C20
sofreu um leve deslocamento para campo mais blindado quando comparado ao C20 do
intermediario anterior. A alteracdo da funcdo organica pode explicar o deslocamento
observado, uma vez que o grupo adicionado (hidroxilamina) proporciona um ambiente
quimico de maior desblindagem em relacdo a metoxila antes presente (BRUICE, P.Y,
2006, p. 560-568).

Embora tenham sido sintetizados nove intermediarios iniciais, os compostos 2i, 2j
e 3j (produto da hidrélise do composto 2i) ndo foram submetidos a continuagéo na rota
sintética devido a falta do reagente hidroxilamina (solugéo aquosa 50%), essencial para

a obtencao do composto final contendo o acido hidroxamico.
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4.2 Proposta de alteragao da rota sintética
A partir de discussdes em nosso grupo, notou-se a possibilidade de sintese do
intermediario- chave 10, por meio da inversdo das etapas a e b, apresentadas no
Esquema 10, a seguir. O novo intermediario possui uma estrutura comum a todos
0S compostos e a sua obtencdo poderia gerar diversidade molecular de uma forma
mais convergente, além de deixar a rota mais elegante. Portanto, buscou-se na

literatura forma de proceder com esta inversao de forma eficiente.

[ Rota sintética orlglnal /©/ /©/ /©/R
HN HN
_c .

N
k k L N>
N N\ 2a-j 3a-j 4a-j
LAy ]

N N

5 X N

[ Nova rota sintética J O—

Esquema 10: Nova rota sintética e semelhanca entre o intermediario-chave 10 e 0s outros compostos.
Reagentes econdi¢des: a) HCI 10 M (0,8 eq.), isopropanol, refluxo, 18 h; b) p-(bromometil) benzoato de
metila 6 (1 eq.), K2CO3 (3 eq.), acetona, refluxo, 18 h; ¢) NH20H (hidroxilamina) 7 (50 eq.), NaOH (8 eq.),
THF-MeOH-Dioxano(1:1:1), 0°C — t.a., 2 h; d) p-(bromometil) benzoato de metila 6 (1 eq.), K2CO3 (1,5
eq.), DMF, 60° C, 3 h.

A estratégia escolhida para sintese do intermediario 10 segue o protocolo
descrito por Nepali etal., (2020) e esta apresentada no Esquema 10. Como pode
observado, os procedimentos se assemelham com aqueles desenvolvidos no
Procedimento Geral B, contando com ligeiras alteracdes, incluindo a substituicéo de
acetona por DMF e a reducéo de 3,0 eq. KoCOg3 para 1,5 eq. Ainda, investigagdes
preliminares mostraram ser possivel a diminuicdo da temperatura da reagdo, mantendo
o tempo reacionale obtendo rendimentos similares. Durante a purificacdo, parte do
produto foi coletado como uma mistura, o que foi rapidamente revertido pela alteracao
da fase movel utilizada na cromatografia em coluna. A alteracdo de EtOAc/MeOH

(9,5:0,5) para EtOAc/MeOH (9,9:0,1), mostrou-se eficaz e todoo produto foi separado



45

e isolado. Obteve-se ao final um sélido esverdeado com rendimento de 71%. O

protocolo detalhado encontra-se descrito no Procedimento Geral D.

cl

cl XN

composto 6 (1 eq.) Nm _ \>
Nl)\/EN\> K,CO3 (1,5 eq.) N N
kN/ N DMF, 60 °C, 4 h \\Q\(O
H
O—
5 10

Esquema 11: Condicado reacional para a obtengéo do intermediario 10.

Os espectros de RMN 'H e 13C comprovam a formacéo do intermediario 10 e
podem ser visualizados nas Figuras 20 e 21. No espectro de RMN 'H, pode-se
evidenciar a presenca dos dupletos em 7,93 ppm (d, J = 7,95 Hz, 2 H) e em 7,46 ppm
(d, J=7,89 Hz, 2 H), referente ao anel aromatico do benzil-éster adicionado. Ainda, nota-
se a presenca dos sinais referentes aos hidrogénios ligados ao C10,da porcao linker da

molécula, e a metila ligada ao éster (C18), em 5,63 ppm e 3,82 ppm, respectivamente.

Figura 20 - Espectro de RMN *H do intermediario 10 (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).

19

©o
o
Cl §
6 5 7 a
INT N =8 BE8BN 2 2 8 8
m DY SR 88%9 ] & & B
/ W o Ll o S ) w o« [y o~

2 N"4 N9 12 13 4 Y I

11
3 O 16
14

10
; 15
12" 30—
17 18

—8.8474
- —8.7736

T T
8.6 8.4

1.00
29
® 10.88

T
9.0

281=

2o
N
3
3
=
o
~
»
~N
B
~
&
200 —ou—

16 15 14 13 12 11 10

Fonte: De autoria prépria.



46

Figura 21 - Espectro de RMN *3C do intermediéario 10 (75 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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No espectro de RMN 13C, é importante notar a presenca do sinal em 52,1 ppm,
referente ao CH3 da metoxila. Em sequéncia, observa-se o sinal em 46,6 ppm, referente
ao C10 também presente na porcao linker da molécula. Por fim, tem-se os sinais em
129,5 ppm (C12 e C12’) e em 127,7 ppm (C13 e C13’), relativos ao anel aromatico da
linker incorporado a molécula.

A obtencdo do intermediario-chave 10 revelou-se promissora, no entanto, a
identificacdo de uma alternativa sintética eficaz para o Procedimento Geral E, visando
a incorporagao dos substituintes anilinicos (Esquema 10), mostrou-se desafiadora e tal
impedimento comprometeu a continuidade da rota. Os procedimentos investigados na
literatura assemelhavam-se muito com aqueles empregados na formagdo dos
intermediarios 2a-j. Contudo, em varias tentativas, ndo se observou a formacao de
produto, mesmo apoés 24 h de reagao. Espera-se que, em futuras abordagens, nova rota
proposta possa ser empregada com éxito, proporcionando a obtencdo dos compostos

desejados.
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4.3 Avaliagao biolégica dos compostos finais sintetizados

Com os compostos sintetizados, conduziram-se ensaios de viabilidade celular
por ensaios MTT para determinagcdo de ICso em quatro modelos experimentais
distintos, a saber: linhagem de células Jurkat (leucemia linfoide aguda de linfocitos T),
linhagem de células Namalwa (leucemia linfoide aguda de linfocitos B), HEL (neoplasia
mieloproliferativa) e K5622 (leucemia mieloide cronica) (CARLOS et al., 2021; KUMAR;
NAGARAJAN; UCHIL, 2018a). Utilizaram-se o vorinostate (pan-inibidor de HDACS) e
o ruxolitinibe (inibidor de algumas kinases) como os farmacos de referéncia. Esta etapa
foi realizada por parceiros do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (Doutorando
Jorge Antdnio Elias Godoy Carlos e o Prof. Dr. Jodo Agostinho Machado-Neto),

conforme descrito no Procedimento Geral F.

Na Figura 23, observa-se que 0s compostos 4c e 4h apresentaram valores de
ICs0 nas células Jurkat, variando de 0,8 a 36,2 uM, destacando-se pela maior poténcia
em comparacdo aos demais utilizados nesse modelo celular (ICso de 0,4 uM). Na
linhagem HEL, o ICso variou de 0,8 a 14,5 uyM, sendo o composto 4g 0 mais potente,
com ICso de 0,8 uM. Os compostos também exibiram boa atividade nas células
Namalwa, com valores de ICso variando entre 0,3 e 11 uM. Por outro lado, a linhagem
K562 mostrou-se mais resistente aos compostos avaliados, com ICso na faixa de 3 a
>50 pM.

Na analise dos compostos, é possivel discernir quatro que demonstraram
desempenho superior dentre os sete sintetizados. O composto 4g, caracterizado pela
presenca de um grupo metoxila como substituinte, apresentou resultados promissores
em trés das quatro linhagens testadas (Jurkat, Namalwa e K562), alcangando uma ICso
na faixa alto nanomolar (< 0,8 uM). Esses resultados equiparam-se e, em alguns casos,
superam o0s obtidos com o vorinostate e com o ruxolitinibe. Outros trés compostos,
nomeadamente 4c, 4e e 4h, contendo grupos substituintes cloro, nitro e metila,
respectivamente, também se destacaram, exibindo poténcia em nivel nanomolar em
ambas as linhagens de leucemia linfoide aguda, superando ou se equiparando aos

resultados alcangados pelos vorinostate e com o ruxolitinibe.

Figura 22: Avaliagdo da viabilidade celular. Os resultados sdo expressos como porcentagem em relacdo
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as células tratadas com veiculo e apresentados como média e desvio padréo.
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Fonte: De autoria prépria.

Antecipadamente, esperava-se que o efeito retirador de elétrons dos
substituintes desempenharia papel crucial no aprimoramento da poténcia dos
compostos. Esta hip6tese mostrou-se promissora, uma vez que trés dos quatro
compostos mais eficazes possuiam grupos com substancial efeito retirador de elétrons,
a exemplo do cloro (compostos 4c — cloro, 4e — nitro, e 4g — metoxila). Embora a
expectativa fosse de que compostos com grupos semelhantes apresentassem
resultados semelhantes, constatou-se que dois compostos contendo halogénios como
grupos substituintes, 4b (fltor) e 4d (bromo), ndo demonstraram atividade interessante.
Em particular, o composto 4d destacou-se negativamente ao exibir os maiores valores
de ICso em todos os modelos testados, excecao feita ao ruxolitinibe. Esses resultados
indicam que, além do efeito retirados de elétrons, o tamanho do grupo, e sua correlacao
com os efeitos estéricos no sitio de ligacdo nos alvos, desempenha papel importante

em sua atividade.

Além disso, destaca-se o composto 4h, caracterizado pela presenca de um

substituinte metila (CHs), o qual evidenciou a mais elevada poténcia nos modelos de
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Jurkat e Namalwa, registrando 0,4 uM e 0,3 uM, respectivamente. Este resultado é
interessante considerando a natureza doadora de elétrons desse substituinte, em
contraposi¢ao ao padrao observado nos demais compostos. Tal constatagéo reforga a
hip6tese acerca da relevancia do tamanho do substituinte na acéo sobre o alvo, uma
vez que a metila e o fllor (presente no composto 4c, o segundo mais potente)

apresentam dimensdes aproximadas.

Com base nos resultados obtidos, destaca-se a maior seletividade dos
compostos para as linhagens Jurkat e Namalwa, de leucemias linfoides agudas (LLAS).
As LLAs sédo de grande preocupacdo mundial, sendo a maior causa de cancer em
criangas, com prevaléncia até quatro vezes maior que leucemias mieloides agudas
(ARAUJO et al., 2022; BARBOSA et al., 2002), além de ser o segundo tipo mais comum
de leucemias em adultos, com 75% dos casos relacionados aos linfocitos B
(TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Embora o sucesso terapéutico em criangas possa
chegar a 90%, o tratamento usual que consiste em medicamentos amplamente
conhecidos como metotrexato, ciclofosfamida, doxorrubicina L-asparaginase e
corticosteroides, ndo € assim tédo eficaz em adultos, como a taxa de cura chegando a
apenas 10%, além de ser acompanhado por uma série de efeitos adversos, como febre,
nausea, perda de cabelo, neutropenia, anemia etc. (FIELDING et al., 2006; SAMRA et
al., 2020; TERWILLIGER; ABDUL-HAY, 2017). Terapias mais avan¢adas, como 0 uso
de anticorpos monoclonais e CAR-T Cells, oferecem maior taxa de cura e menos efeitos
adversos (SAMRA et al., 2020); entretanto, seus custos sao muito elevados, o que torna
a descoberta de novos quimioterapicos sintéticos mais potentes e com menos efeitos
adversos, como os hibridos moleculares, relevante como alternativa de melhor custo-
beneficio (SAMRA et al., 2020; WAITMAN; PARISE-FILHO, 2022). A busca por
moléculas hibridas entre inibidores de PI3K e HDAC teve inicio em 2012 com a
publicacdo do trabalho que divulgou o promissor CUDC-907/fimepinostate (QIAN et al.,
2012b) que atualmente se encontra em fase de estudos clinicos (QIAN et al., 2012b;
RODRIGUES et al., 2020). Desde entdo, tem-se tentado elaborar novas propostas de
inibidores hibridos de PI3K e outras kinases com HDACs que possuam atividade

semelhante ou superior ao encontrado para o fimepinostate.
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Ao comparar os dados obtidos com outros estudos que também visam a sintese
de inibidores duais PI3K/HDAC, observa-se uma tendéncia no planejamento de
compostos ao incorporarem um nucleo purinico (ou similar) como base para a porgéo
cap e um acido hidroxamico como ZBG (CHEN et al., 2018b, 2016; RODRIGUES et al.,
2020). Nesses estudos, os compostos também alcangaram valores de ICso na faixa de
nanomolar, reforgando o potencial de uma estrutura hibrida como agente anticancer. Nos
estudos citados, nota-se uma estrutura molecular muito semelhante aquela do CUDC-
907 (fimepinostate), o primeiro inibidor hibrido de PISBK/HDAC (QIAN et al., 2012b),
diferente dos compostos propostos neste trabalho que possuem mudancgas inovadoras
em outras regides da molécula, conservando caracteristicas importantes, como o nucleo
purinico e o ZBG, ainda assim atingindo resultados biolégicos satisfatorios. O potencial
da estrutura molecular definida por nosso grupo fica ainda mais evidente no estudo
realizado por WAITMAN et al. em 2023, no qual uma série de compostos contendo outros
substituintes, como 3-cloro-4fluoranilina, 4-bromo-2-fluoranilina, obtiveram 1Cso menor ou

igual a 50 nM.

4.4 Avaliagao da inibicao enzimatica dos compostos finais sintetizados

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios biolégicos, os compostos 4c,
4e, 4g e 4h foram selecionados para avaliagao de sua atividade de inibicdo em HDAC 6,
frente a outras formas da isoforma. Escolheu-se as isoformas HDAC 1 e HDAC 8 para
comparagao quanto a sua seletividade com a enzima HDAC 6. Em todas as ocasides,
comparou-se 0s resultados com a poténcia obtidos pelo Nexturastat A, inibidor seletivo
de HDAC 6.

Os resultados obtidos demonstram maior seletividade para HDAC6 em todos os
compostos, com poténcia até 186 vezes maior em relagao as outras isoformas (composto
4c, ICs0HDAC 6/ICso HDAC 1; Tabela 4). E digno de nota que todos os compostos
obtiveram maior seletividade que o composto de referéncia para HDAC 6, além de

apresentar poténcia entre 6 e 18 vezes maior que o Nexturastat A.

Cabe maior destaque ao composto 4c¢, com grupo CI- substituinte, e ao composto

4h, com grupo CHs-, que também obtiveram resultados de extrema relevancia nos
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ensaios de avaliagédo bioldgica e sdo de menor complexidade sintética. Os resultados
fortalecem o achado com as avaliagdes biolégicas quanto a importancia do tamanho
reduzido do grupo substituinte para sua agao bioldgica. Tal resultado é evidenciado pela
maior poténcia obtida pelo composto 4e, com grupo NO2- substituinte, duas vezes maior

que o composto 4h e trés vezes maior que o composto 4c.

Tabela 4 - Tabela do ICso em diferentes isoformas de HDACs obtidos para os compostos selecionados.
Composto HDAC 6 (IC5+DP nM) HDAC 1 (IC5*DP nM) HDAC 8 (IC50*DP nM)

4c 0,89 +1,85 165,9 £2,43 98,93 + 2,01
4e 2,58 £1,78 200,8 + 3,36 336,7 + 2,00
4q 1,61 £1,91 259,5 +1,87 112,4 £ 1,94
4h 1,22 £1,75 179,0 £ 2,31 100,5 + 1,84
Nexturastat A 15,87 £2,94 1453 + 2,59 776,4 +1,92

5. CONCLUSAO

Foram planejados 10 compostos hibridos a partir das subunidades
farmacoforicas dos farmacosidelalisibe e nexturastate A, potentes inibidores de enzimas
a fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) e a enzima histona desacetilase 6 (HDACS6),
respectivamente. Sete compostos finais inéditos (4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4g e 4h) foram
sintetizados e caracterizados, com rendimento global de 15% a 62% e alta pureza (>
95%). Quatro compostos (4c, 4e, 4g e 4h) obtiveram resultados promissores nos
ensaios de viabilidade celular, atingindo resultados na faixa de alto nanomolar (< 0,8
MM). O efeito elétron-aceptor parece ser importante para a atividade dos compostos,
contudo, o composto com o menor ICso continha uma metila como substituinte (4h), o
gue sugere gque outros efeitos podem estar presentes, como o estérico (PINHEIRO et
al., 2023). A atividade enzimatica dos compostos selecionados, especialmente as que
se referem ao 4c e 4h, evidenciam a seletividade dos compostos para a enzima HDAC
6 quanto a outras isoformas, superando o resultado obtido para a molécula de referéncia
(Nexturastat A).
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Estudos mais aprofundados visando a elucidagdo dos mecanismos subjacentes
a morte celular, incluindo ensaios enzimaticos em outras proteians devem ser realizados
para uma caracterizagdo da citotoxicidade mais abrangente. Adicionalmente,
investigacdes futuras devem se concentrar na obtengao e analise dos compostos com os
substituintes restantes (COOMe, COOH, NH2), visando ampliar o escopo das
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos propostos. Cabe destacar, ainda, que a
proposta de uma nova rota sintética, centrada em um intermediario-chave (intermediario
10), permanece bastante relevante para o presente projeto. Contudo, € importante
ressaltar que esta abordagem nao foi completamente explorada, carecendo de estudos

detalhados para sua conclusao.
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7. ANEXOS

7.1 Moléculas sintetizadas

/@ N-fenil-9H-purina-6-amina (2a) - Intermediario obtido a partir da anilina 1a como
oy um solido amarelado (796,3 mg, n = 75%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), &
k > 9.68 (s, 1H), 8.37 (s, 1H), 8.27 (s, 1H), 7,96 (d, J = 8,01 Hz, 2 H), 7,34 - 7,29
(m, 2H), 7,01 (t, J = 7,3 Hz, 1H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds), 5 151,7 (2C),

150,3, 139,8 (2C), 128,2 (2C), 122,2 (2C), 120,5, 119,4.

F N-(4-fluorofenil)-9H-purina-6-amina (2b) - Intermediario obtido a partir da p-

/©/ fluoranilinia 1b como um solido branco, levemente esverdeado (132, mg, n =

k)I 57%). RMN DMSO-ds), 6 9,76 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,97-7,93

i (m, 2H), 7,15 (t, J = 8,7 Hz, 2H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds), 5 157,6 (d,

J1=237,5 Hz, C-F), 151,7 (2C), 151,4, 140,1, 136,1 (d, J+ = 2,3 Hz, C-F), 122,3 (d, J3 =
7,6 Hz, C-F), 14,9 (d, J2 = 21,9 Hz, C-F).

¢t N-(4-clorofenil)-9H-purina-6-amina (2c¢) - Intermediario obtido a partir da p-
HN/©/ cloroanilina 1¢ como um sdlido verde claro, levemente esverdeado (845,0
NﬁI N mg, n = 70%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), d 13,1 (sl, 1 H), 9,89 (s, 1H),
8,40 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 8,03 (d, J =8,10 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 7,68 Hz, 2H).

RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds), 5 151,6 (3C), 138,9 (2C), 128,1 (3C), 125,8, 121,8 (2C).
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N-(4-bromofenil)-9H-purina-6-amina (2d) - Intermediario obtido a partir da p-

Br
bromoanilina 1d como sélido branco, levemente esverdeado (241,9 mg, n =

Do

NJ\IN 82%). 'TH RMN (300 MHz, DMSO-ds), 5 13,1 (sl, 1 H), 9,82 (s, 1H), 8,31 (s,
e H> 1H), 8,19 (s, 1H), 7,90 (d, J = 7,92 Hz, 2H), 7,41 (d, J = 8,43 Hz, 2H). 13C (75
MHz, DMSO-ds), 5 151,7, 151,5, 150,5, 140,1, 139,5, 131,1 (2C), 122,2 (2C), 119,6,
113,8.

/©/N02 N-(4-nitrofenil)-9H-purina-6-amina (2e) - Intermediario obtido a partir da

HN p-nitroanilina 1e como solido branco amarelado (871,2 mg, n = 68%). 'H
Nfﬁ:'\g RMN (300 MHz, DMSO-ds), 5 13,3 (sl, 1H), 10,5 (s, 1H), 8,52 (s, 1 H),
NTN 8,38 (s, 1H), 8,31 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 8,22 (d, J= 8,3 Hz, 2H). '3C (75

MHz, DMSO-de), 5 151,4, 151,2, 150,8, 146,6, 141,0, 141,0, 124,6 (2C), 120,2, 119,2
(2C).

N-(4-metoxifenil)-9H-purina-6-amina (2g) - Intermediario obtido a partir da

o}
HN/© p-anisidina 1g como sélido cinza, levemente esverdeado (845,68 mg, n =
Nl\/ N\> 70%). RMN "H (300 MHz, DMSO-ds), d 13,07 (sl, 1H), 9,56 (s, 1H), 8,30 (s,
N 1H), 8,21 (s, 1H), 7,31 (d, J = 8,04 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 8,13 Hz, 2H), 3,74
(s, 3H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds), 5 154,9, 152,0, 151,8, 150,1, 139,4, 132,7, 122,4
(2C), 19,1, 113,5 (2C), 55,1.

ch, N-(p-toluil)-9H-purina-6-amina (2h) - Intermediario obtido a partir da p-
HN/©/ toluidina 1h como solido branco, levemente esverdeado (329,4 mg, n =
NKJEIN\> 97%). RMN H (300 MHz, DMSO-ds), 5 13,10 (sl, 1H), 9,58 (s, 1H), 8,34 (s,

NT R 1H), 8,24 (s, 1H), 7,82 (d, J = 7,83 Hz, 2H), 7,13 (d, J = 7,36 Hz, 2H), 2,27
(s, 3H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds), 5 151,8 (2C), 137,2 (2C), 131,2 (2C), 128,7, 120,6
(2C), 20,4.

/@i 4-((9H-purin-6-il)Jamino)benzoato de metila (2i) - Intermediario obtido a
HN

partir da p-aminobenzoato de metila 1i como sélido branco, levemente
N)jN esverdeado (387,7 mg, n =96%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), 5 10,14
A

L, (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,34 (s, 1H), 8,17 (d, J = 8,67 Hz, 2H), 7,94 (d, J =
H



59

8,58 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds), 5 165,9, 151,6, 150,9, 144,6
(2C), 140,9 (2C), 129,9, 122,6, 119,2, 51,7.

4-((6-(fenilamino)-9H-purina-9H-il)metil)benzoato de metila (3a):

HN/@ Intermediario obtido a partir do intermediario 2a como um sdlido fino

ij:"‘» e branco (258,3 mg, n = 72%). "H RMN (300 MHz, DMSO-ds), 5 5

N N\\@\(o 9,86 (s, 1H), 8,44 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,95 (m, 4H), 7,44 (d, J =

- 8,19 Hz, 2H), 7,34 (m, 2H), 7,05 (t, J = 7,35 Hz, 1H), 5,53 (s, 2H),

3,82 (s, 3H). 13C (75 MHz, DMSO-ds), 165,0, 152,1 (2C), 149,6, 142,1, 141,7, 129,5 (2C),
129,0, 128,3 (2C), 127,6 (2C), 122,5 (2C), 120,7, 119,7, 52,0, 45,9.

F 4-((6-((4-fluorofenil)amino)-9H-purina-9-il)metil)benzoato de metila
HN/©/ (3b): Intermediario obtido a partir do intermediario 2b como um
Nl)j:N\> solido fino e branco (306,3 mg, n = 81%). RMN 'H (300 MHz,

NZ N DMSO-ds), & 9,93 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,94 (d, J =

@%O 7,71 Hz, 4H), 7,44 (d, J = 7,71 Hz, 2H), 7,18 (m, 2H), 5,53 (s, 2H),

°T 382 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds), 5 165,8, 157.5 (d, Js =

240,0, C-F), 152,0, 151,9, 149,6, 142,1, 141,1, 135,9 (d, J4 = 2,4 Hz, C-F), 129,5 (2C),
129,0, 127,6 (2C), 122,6 (d, Js = 7,7 Hz, C-F), 119,5, 114,8 (d, J2 = 21,3 Hz, C-F), 52,0,

45,98.

. 4-((6-((4-clorofenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila

/©/ (3c) Intermediario obtido a partir do intermediario 2¢ como um
NFB%:N solido fino e branco (472,6 mg, n = 60%). RMN 'H (300 MHz,
lN/ N\> DMSO-ds), 6 10,0 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,01 (d, J =

ﬂo 7,9, 2H), 7,93 (d, J = 7,2 Hz, 2H), 7,43 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,37 (d,
©= J=8,1Hz, 2H) 5,54 (s, 2H), 3,82 (s, 3H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-
de), 5 165,8, 152,0, 151,7, 149,7, 142,0, 141,9, 138,6, 129,5 (2C), 129,0, 128,1 (2C),

127,6 (2C), 126,1, 122,0 (2C), 119,7, 52,0, 46,0.
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Br 4-((6-((4-bromofenil)amino)-9H-purina-9-il)metil)benzoato de metila
HN/©/ (3d) - Intermediario obtido a partir do intermediario 2d como um
NN solido fino e branco (380,3 mg, n = 89%). 'H RMN (300 MHz,
lN/ N\> DMSO-ds), 6 10,44 (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,96 (m, 4H),

\\Q\(o 7,50 (d, J = 8,16 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 7,62 Hz, 2H), 5,54 (s, 2H),
O—
3,82 (s, 3H). RMN *3C (75 MHz, DMSO-de), 5 165,8, 152,0, 151,7,
149,7, 142,0 (2C), 139,1, 131,1 (2C), 129,5 (2C), 129,0, 127,6 (2C), 122,5 (2C), 119,8,

114,1, 52,1, 46,0.

NO, 4-((6-((4-nitrofenil)amino)-9H-purina-9-il)metil)benzoato de metila

HN/©/ (3e) - Intermediario obtido a partir do intermediario 2e como sélido

Nl)j:N\> branco amarelado (230,5 mg, n = 38%). '"H RMN (300 MHz, DMSO-

N N\\©\(o ds), © 10,6 (s, 1H), 8,57 (s, 1 H), 8,54 (s, 1H), 8,23 (m, 2H), 7,94 (m,

o— 4H), 7,46 (m, 2H) 5,57 (s, 2H), 3,83 (s, 3H). 3C (75 MHz, DMSO-

ds), 6 165,8, 151,8, 151,1, 150,3, 146,4, 142,9, 141,9, 141,2, 129,5 (2C), 127,8, 127,7
(2C), 124,6 (2C), 120,4, 119,4 (2C), 119,4 (2C), 51,5.

4-((6-((4-metoxifenil)amino)-9H-purina-9-il)metil)benzoato de metila

0
~N

HN/©/ (3g) - Intermediario obtido a partir do intermediario 2g como um

N)ﬁ:N\> solido fino, branco esverdeado (367,9 mg, n = 98%) RMN 'H (300

|

kN/ N MHz, DMSO-ds), © 9,71 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 7,94 (d,

@%0 J =771 Hz, 2H), 7,78 (d, J = 8,61 Hz, 2H), 7,43 (d, J = 7,65 Hz,

2H), 6,92 (d, J = 8,73 Hz, 2H), 5,52 (s, 2H), 3,82 (s,3H), 3,74 (s,

3H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds),  166,0, 155,2, 152,39, 152,32 149,5, 142,2, 1415,
132,5 (2C), 129,6 (2C), 129,1, 127,7 (2C), 122,8 (2C), 119,5, 113,7, 55,3, 52,2, 46,1.

N-hidroxi-4-((6-(fenilamino)-9H-purina-9-il)metil)lbenzamida (4a) -

HN/© Composto final obtido a partir do intermediario 3a como um sdlido
'ﬂ)t[N\> branco (162,1 mg, n = 81%). RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), 5 11,16
N N

o (s, 1H), 9,85 (s, 1H), 9,02 (s, 1H), 8,85 (s, 1 H), 8,39 (s, 1H), 7,95 (d,
WN-on = 8,22 Hz, 2H), 7,73 (m, 2H), 7,40 (d, J = 8,19 Hz, 2H), 7,39 (m,
2H), 7,03 (t, J = 7,33 Hz, 1H) 5,49 (s, 2H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds), 5 152,1, 152,0
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(2C), 149,6, 141,7, 139,8, 139,6, 132,3 (2C), 128,3 (2C), 127,4, 127,2 (2C), 122,5 (2C),
120,8 114,1, 46,0.

F 4-((6-((4-fluorofenil)amino)-9H-purina-9-il)metil)-N-

HN/©/ hidroxibenzamida (4b): Composto final obtido a partir do

Nl\ N\> intermediario 3b como um sdlido fino e branco (174,0 mg, n = 92%).
“ N

N

o RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), 5 11,1 (sl, 1H) 9,92 (s, 1H), 9,03 (s,

HN-on 1H) 8,44 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,96 (m, 2H), 7,73 (d, J = 7,98 Hz, 2H),

7,39 (d, J = 7,89 Hz, 2H), 7,19 (m, 2H), 5,49 (s, 2H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds), &

163,8, 159,4 (d, Js = 237,8, C-F), 152,1, 151,9, 149,6, 141,7, 139,8, 135,9, 132,30, 127,3

(d, Ja = 11,2 Hz, C-F), 129,5 (2C), 122,6 (d, Js = 7,7 Hz, C-F), 119,5, 115,0 (d, J2 = 21,9
Hz, C-F), 66,9, 46,0.

cl 4-((6-((4-clorofenil)amino)-9H-purina-9-il)metil)-
HN/O/ Nhidroxibenzamida (4c) — Composto final obtido a partir do
Nl)ﬁ:N\> intermediario 3¢ como um sdlido branco (163,9 mg, n = 83%).
NZ TN RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), & & 11,16 (sl, 1 H), 10,0 (s, 1H),

O
9,02 (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,01 (d, J = 7,1, 2H), 7,72

(d, J = 6,9 Hz, 2H), 7,38 (m, 4H), 5,50 (s, 2H). RMN 13C (75 MHz,
DMSO-de), 5 163,8, 152,0, 151,7, 149,7, 141,9, 139,7, 138,7, 132,3, 128,2 (2C), 127,4
(2C), 127,2 (2C), 126,1, 122,1 (2C), 119,7, 46,0.

HN-oH

4-((6-((4-bromofenil)amino)-9H-purin-9-yl)metil)-N-

Br

/©/ hidroxibenzamida (4d) - Composto final obtido a partir do
HN

N)ﬁ:N intermediario 3d como um sélido branco (416,3 mg, n = 94%).
lN/ N\> RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), 5 11,16 (s, 1H), 10,03 (s, 1H), 9,00

mo (s, 1H), 8,47 (s, 1 H), 8,42 (s, 1H), 7,97 (d, J = 8.88 Hz, 2H), 7,73

AN-oH (4, J = 8.16 Hz, 2H), 7,50 (d, J = 8.85 Hz, 2H), 7,39 (d, J = 8.10

Hz, 2H), 5,50 (s, 2H). RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds), & 163,7, 152,0, 151,7 (2C), 149,7,
142,0, 139,7, 132,3 (2C), 127,4 (2C), 129,0, 127,2 (2C), 122,4 (2C), 119,8, 114,1, 46,0.
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NO, N-hidroxi-4-((6-((4-nitrofenil)Jamino)-9H-purina-9-
HN/©/ iDmetil)benzamida (4e) — Composto final obtido a partir do
Nl\ N\> intermediario 3e como solido branco amarelado (138,1 mg, n =

N7 N

68%). "H RMN (300 MHz, DMSO-ds), 5 8,50 (s, 1 H), 8,47 (s, 1H),

ooy 816 (M, 2H), 7,989 (m, 2H), 7,73 (m, 2H), 7,40 (m, 2H), 5,51 (s,
2H). 13C (75 MHz, DMSO-de), 5 163,7 , 152,0, 151,6, 151,1, 146,4, 142,9, 142,2, 141,2,
127.4 (2C), 127,3, 124,6 (2C), 120,3 (2C), 120,4, 119,9, 119,4 (2C), 46,1.

o)

N-hidroxi-4-((6-((4-metoxifenil)amino)-9H-purina-9-

0
~N

HN/©/ iDmetil)benzamida (4g) — Composto final obtido a partir do

NN N\> intermediario 3g como um sélido branco (194,7 mg, n = 72%).

lN/ N RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), 5 11,1 (sl, 1H), 9,70 (s, 1H), 9,04

\\Q\\//o (sl, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,32 (s, 1H), 7,78 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,72

"NOH (4, J =76 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 6,91 (d, J = 8,2 Hz,

2H), 5,47 (s, 2H), 3,74 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds), 5 164.0, 1553, 152,4 (2C),

149,6, 141,6, 1401, 132,8, 132,5, 127,6 (2C), 127,5 (2C), 122,9 (2C), 1197, 113.8 (2C),
55,4, 46.2.

N-hidroxi-4-((6-(p-tolilamino)-9H-purina-9-il)metil)benzamida (4h)

CH
/©/ ’ — Composto final obtido a partir do intermediario 3h como um
:D%EN sélido fino, branco esverdeado (165,6 mg, n = 87%) RMN 'H (300
L AN MHz, DMSO-ds), 5 11,2 (s, 1H), 9,81 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,36 (s,

O 1H),7,81(d, J=6,99 Hz, 2H), 7,72 (d, J = 7,81 Hz, 2H), 7,38 (d,

UN-OH  j =714 Hz, 2H), 7,13 (d, J =7,32 Hz, 2H), 5,46 (s, 2H), 2,26 (s,

3H). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds), 5 163,9, 152,2, 152,11, 149,5, 141,6, 139,9, 137,0
(2C), 132,3, 131,6 (2C), 128,8, 127,4, 127,3, 120,9 (2C), 119,86, 46,0, 20,5.
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4-((6-(p-tolilamino)-9H-purina-9-il)metil)benzoato de metila (3h) - Intermediario obtido a

/©/CH3 partir do intermediario 2h como um sélido fino, branco esverdeado
HN (314,2 mg, n =61%) RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds), 5 9,76 (s, 1H),
N
ijﬁ;} 8,42 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 7,94 (d, J = 7,38 Hz, 2H), 7,82 (d, J =
N

\\©\(o 7,65 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 7,68 Hz, 2H), 7,13 (d, J = 7,86 Hz, 2H),

o— 5,53 (s, 2H), 3,82 (s, 3h) 2,26 (s, 3H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-

de), 5 165,8, 152,1, 152,0, 149,5, 142,1, 141,5, 137,0, 131,5, 129,5 (2C), 129,0, 128,7
(2C), 127,6 (2C), 120,9 (2C), 119,6, 52.0, 45,9, 20,4.

4-((9-(4-(metoxicarbonil)benzil)-9H-purin-6-il)amino)benzoato  de
/@)OJ\O/ metila (3i) - Intermediario obtido a partir do intermediario 2i como
N um sdlido fino, branco esverdeado (162,8 mg, n = 26%) RMN 'H
N)%[N (300 MHz, DMSO-ds), 6 10,3 (s, 1H), 8,52 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,18
lN/ N\> (d, J =8,82 Hz, 2H), 7,94 (m, 4H), 7,45 (d, J = 8,22 Hz, 2H), 5,56
(s, 2H), 3,82 (s, 6H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds), d 165,9, 165,8,
o= 151,9, 151,5, 150,0, 144,4, 142,4, 141,9, 129,8 (2C), 129,5 (2C),

129,0, 127,6 (2C), 122,8, 120,15, 119,4 (2C), 52,0, 51,7, 46,0.

o)

¢ 4-((6-cloro-9H-purin-9-yl)metil)benzoato de  metila (10):
N

Nl\/ > Intermediario-chave obtido como um sodlido branco esverdeado
N N

o (215,6 mg, n=71%). RMN 'H RMN (300 MHz, DMSO-d), 5 8,84

L. (s, 1H), 8,77 (s, 1H), 7,93 (d, J = 7,95 Hz, 2H), 7,46 (d, J = 7,89
Hz, 2H), 5,63 (s, 2H), 3,82 (s, 3H). RMN '3C (75 MHz, DMSO- ds), 165,7, 151,8, 151,7
(2C), 141,1, 129,5 (2C), 127,4 (2C), 52,1, 46,6.

Q Acido 4-((9H-purin-6-il)amino)benzoico (2j) - Intermediario obtido a partir
/©)L do intermediario 2i como sdlido amarelado (2399,2 mg, n = 94%). RMN
H (300 MHz, DMSO-ds), d 13,2 (sl, 1H) 10,11 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,33
L - N\> (s, 1H), 8,14 (m, 2H), 7,91 (m, 2H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-ds), &
167,0, 151,6 (2C), 144,2 (2C), 130,0 (2C), 123,8 (2C), 119,2.



7.2 Espectros de RMN 'H e 13C

64

Figura 23 - Espectro de RMN 1H do intermediario 2a (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 24 - Espectro de RMN 13C do intermediario 2a (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 25 - Espectro de RMN H do intermediario 2b (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 26 - Espectro de RMN 13C do intermediario 2b (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 27 - Espectro de RMN H do intermediario 2c (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 28: Espectro de RMN 13C do intermediario 2c (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 29: Espectro de RMN H do intermediario 2d (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 30: Espectro de RMN 13C do intermediério 2d (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 31: Espectro de RMN H do intermediario 2e (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 33: Espectro de RMN H do intermediario 2g (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).

13 g
12 _~J140]6 g
15 CH3 =
11 o
13' = 3 DEon Wy = =
HN o © (= ot ] o~ D T o
10 12' P> ) @N@e~ oo ~ I}
A5 N7 T T WY B i i
TN
L2
2 N74"No
3
n ™M o~ o —
3o i a8
™ N @ ~ @@
@ ~r~ ©
I N/ N
J‘
1 1
| | T —
g 8 8 b=
8:4 ;2 8‘.0 7?8 7.‘6 7.’4 7:2 7.’0 6.‘8 ( J
f1 (ppm)
i) r L5 s T T
[ = S8 ) )
o o —_— 0 o @
16 15 14 13 12 11 10 8 7 6 5 4 3 2
f1 (ppm)
Figura 34: Espectro de RMN 3C do intermediario 2g (75 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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Figura 35: Espectro de RMN H do intermediario 2h (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 36: Espectro de RMN 3C do intermediario 2h (75 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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Figura 37: Espectro de RMN *H do intermediario 2i (300 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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Figura 38: Espectro de RMN 3C do intermediario 2i (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 39: Espectro de RMN *H do intermediario 2j (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Flgura 40: Espectro de RMN 13C do intermediario 2j (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 41: Espectro de RMN H do intermediario 3a (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 42: Espectro de RMN *3C do intermediario 3a (75 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 43: Espectro de RMN *H do intermediario 3b (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 44: Espectro de RMN 13C do intermediario 3b (75 MHz, DMSO-d6,
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Figura 45: Espectro de RMN H do intermediario 3c (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 46: Espectro de RMN 13C do intermediario 3c (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 47: Espectro de RMN *H do intermediario 3d (300 MHz, DMSO- d6 d = ppm).
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Figura 48: Espectro de RMN 3C do intermediario 3d (75 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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Figura 49: Espectro de RMN *H do intermediario 3e (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 50: Espectro de RMN *3C do intermediario 3e (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 51: Espectro de RMN *H do intermediario 3g (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 52: Espectro de RMN 13C do intermediario 3g (75 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 53: Espectro de RMN H do intermediario 3h (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 55: : Espectro de RMN *H do intermediario 3i (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 56: Espectro de RMN 13C do intermediario 3i (75 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 57: Espectro de RMN H do composto final 4a (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 58: Espectro de RMN 13C do composto final 4a (75 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 59: Espectro de RMN 'H do composto final 4b (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 61: Espectro de RMN 'H do composto final 4c (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 62: Espectro de RMN 3C do composto final 4c (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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= ppm).

Figura 63: Espectro de RMN 'H do composto final 4d (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 64: Espectro de RMN 13C do composto final 4d (75 MHz, DMSO-d6,
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Figura 65: Espectro de RMN 'H do composto final 4e (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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Figura 66: Espectro de RMN 3C do composto final 4e (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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= ppm).

Figura 67: Espectro de RMN 'H do composto final 4g (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 68: Espectro de RMN 3C do composto final 4g (75 MHz, DMSO-d6, &
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= ppm).

Figura 69: Espectro de RMN *H do composto final 4h (300 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 70: Espectro de RMN *3C do composto final 4h (75 MHz, DMSO-d6, &
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Figura 71: Espectro de RMN H do intermediario-chave 10 (300 MHz, DMSO-d6, d = ppm).
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Figura 72: Espectro de RMN 13C do intermediario-chave 10 (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm).
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7.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Figura 73: Corrida de HPLC do composto 4a, pagina 1.

24/7/2023 13:55:58 1/3

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostrada-semsub3.Icd

Acquired by : Admin

Sample Name : amostrada-semsub3
Sample ID : amostrada-semsub3
Vail # : 50

Injection Volume :10uL

Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

: amostrada-semsub3.lcd
: ACN-H20-0.1TFA-25min.lcm

relat-Denise.lcr
:21/7/2023 13:10:21
:21/7/2023 15:32:08

<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4a-semsub3.Icd
mAU
1 < PDA Multi 1
1 ©
750 *?
500
250+
1 =) 5D
] JW A
0 1 = = 1
— ] ———————— ]
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1/254nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm
Pealct Name Ret. Time Area Area %
1/RT8.571 8.571 4405029 | 95.185
2|RT9.973 9.973 51291 1.108
3|RT10.957 10.957 16879 0.365
4 RT11.040 11.040 18226 0.394
5/RT13.361 13.361 53174 1.149
6 RT13.964 13.964 83284 1.800
Total 4627884 100.000
Purity Spectrum
ID# | D# -1
Retention Time :8.571 . 3 i
: Retention Time 1 8.571
Compound Name :RT8.571 Compound Namq I RT8.571
Spectrum Operation : None
[ mAU
0.5 I-1000
[ 1500
0-0.\,‘ —, 100
8.50 8.75 9.00 500
mn
Impurity ‘Not Detected o
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold :0.999978

Minimum peak purity index : 21

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4a-semsub3.lcd



Figura 74: Corrida de HPLC do composto 4a, pagina 2.

ID#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

24/7/2023 13:55:58 2/ 3

12

1 9.973
:RT9.973
: None

D#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

mAU

:10.957
:RT10.957
: None

50

330.75

373.51

D#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

mAU

— T
300

1 11.040
:RT11.040
: None

50

T
300

ID# H)
Retention Time :9.973
Compound Name : RT9.973
0.2 L
0. 25
o ————— 1,
9.9 10.0
min
Impurity ‘Not Detected
Peak purity index 1 0.999979
Single point threshold :0.998150
Minimum peak purity index : 1828
ID# 43
Retention Time :10.957
Compound Name : RT10.957
] 50
0.1 [
0.0+== - — 0
10.90 10.95
min
Impurity ‘Not Detected
Peak purity index :0.999997
Single point threshold :0.993269
Minimum peak purity index : 6728
ID# 14
Retention Time :11.040
Compound Name : RT11.040
0.2+ F
0. 1_- _—25
0.0 = ——0
11.05 11.10
min
Impurity ‘Not Detected
Peak purity index :0.999127
Single point threshold 1 0.936651
Minimum peak purity index : 62476

nm

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4a-semsub3.lcd
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Figura 75: Corrida de HPLC do composto 4a, pagina 3.

24/7/2023 13:55:58 3/ 3

ID# ) 5 ID# e
Retention Time  : 13.361 Retention Time :13.361
Compound Name  : RT13.361 Compound Name :RT13.361
Spectrum Operation : None
0.104 F100  mAU
i L 22579
1 100
0.05+ 50
] [ 504 330.88 373.50
e = € | |
13.35 13.40 -50
. min -100-
Impurity ‘Not Detected k|
Peak purity index :0.999998 T T T
Single point threshold £ 0.994396 300
Minimum peak purity index : 5601 nm
D# 6 D# :6
Retention Time - 13.964 Retention Time :13.964
Compound Name : RT13.964 Compound Name :RT13.964
Spectrum Operation : None
0.25] L mAU
1 100 1504 5
i 1005
503 334490
- ' I
B i -50
13.95 14.00 -100
min -1504
Impurity ‘Not Detected .
Peak purity index :0.999965
Single point threshold :10.997205 it
Minimum peak purity index : 2760

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4a-semsub3.lcd
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Figura 76: Corrida de HPLC do composto 4b, pagina 1.

Shimadzu LCsolution Analysis Report

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostradb-Fsub23.lcd

Acquired by : Admin

Sample Name : amostradb-Fsub2
Sample ID : amostradb-Fsub2
Vail # 151

Injection Volume :10uL

: amostradb-Fsub23.lcd
: ACN-H20-0.1TFA-25min.lcm

Data File Name
Method File Name
Batch File Name

Report File Name relat-Denise.lcr

24/7/2023 14:03:001/3

Data Acquired :21/7/2023 13:53:15
Data Processed : 21/7/2023 15:53:30
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostradb-Fsub23.Icd
mAU
i o PDA Multi 1
] g
500
250
q D o &
[=>]
: g || § g2 3
A~ [} b
0 1
——————————— - — - —
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1/254nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm
Pealc? Name Ret. Time Area Area %
1 RT7.455 7455 34738 0.836
2 RT8.845 8.845 3949530 95.024
3| RT9.800 9.800 15978 0.384
4/RT10.049 10.949 38122 0017
5 RT11.648 11.648 17942 0.432
6 RT13.368 13.368 67675 1.628
7/ RT13.972 13.972 32360 0.779
Total 4156345 100.000
Purity Spectrum
LRl:fention Time % 455 D¢ i
L Retention Time :7.455
Compound Name  : RT7.455 Compound Name : RT7.455
Spectrum Operation : None
0.25 L
] F100 g
] 50 ]
L 100+
0.00 -0
————T T 50
7.45 7.50 7.55 1 250.265.55
min 1
Impurity ‘Not Detected 0] .
Peak purity index : 1.000000 a ——T — ! f
Single point threshold :0.994224 300
Minimum peak purity index : 5776 nm

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4b-Fsub23.lcd



93

Figura 77: Corrida de HPLC do composto 4b, pagina 2.

D# 12
Retention Time : 8.845
Compound Name : RT8.845
0.25-
8.75 9.00
Impurity Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold 1 0.999978
Minimum peak purity index : 21
ID# 3
Retention Time : 9.800
Compound Name : RT9.800
0.05- Lso
0-00.||...,,v...,., 0
9.775 9.800 9.825
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold :0.990994
Minimum peak purity index : 9005
D# 14
Retention Time :10.949
Compound Name : RT10.949
0 L
~50
214 [
— —— ——
10.85 10.90 10.95
min
Impurity :Detected at 10.87 min
Peak purity index :-0.753335
Single point threshold :0.539405
Minimum peak purity index :-1292740

ID#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

24/7/2023 14:03:002/3

52

: 8.845

: RT8.845
: None

D#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

mAU

nm

1 9.800
: RT9.800
: None

ID# 14
Retention Time 1 10.949
Compound Name :RT10.949
Spectrum Operation : None
mAU

100 1

50

0

300

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4b-Fsub23.Icd
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Figura 78: Corrida de HPLC do composto 4b, pagina 3.

24/7/2023 14:03:003/ 3

ID# ) ) 5 ID# 5
Retention Time ~ : 11.648 Retention Time 1 11.648
Compound Name : RT11.648 Compound Name :RT11.648

Spectrum Operation : None

0.0 50
05 i
———————1—7————— 0
11.60 11.65
min
Impurity Detected at 11.59 min 1
Peak purity index 1 0.063206 LI T S T R S T
Single point threshold : 0.906826 300
Minimum peak purity index :-843619 nm
D# ‘6 D# 6
Retention Time - 13.368 Retention Time 1 13.368
Compound Name : RT13.368 Compound Name :RT13.368
Spectrum Operation : None
0
] 100 mAU
] 3 22498
] L 100+
] - 504
] I 0
——7———7———0
13.4 13.5 -50
‘ i -100-
Impurity Detected at 13.47 min E
Peak purity index :-0.720302 y 3 (') 0 !
Single point threshold 1 0.970694
Minimum peak purity index : -1690995 nm
o e ID# 27
B % : Retention Time :13.972
:13.972
Compound Name . RT13.072 Compound Name :RT13.972
Spectrum Operation : None
i mAU
0.0 A
100 15097
1 r 100
) 504
L 0
| - -50
14.0 14.1 -100-
min -1503
Impurity Detected at 14.06 min —— T
Peak purity index :-0.996061 300
Single point threshold : 0.982689

2 o nm
Minimum peak purity index :-1978750

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4b-Fsub23.Ilcd
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Figura 79: Corrida de HPLC do composto 4c, pagina 1.

S/5/2022 13:46:081/2

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSoiutions\Data\Karol\Amostra 40.lcd

Acquired by : Admin
Sample Name : Amostra 40
Sample ID -
Vai # H
Injection Volume :20ul
Data File Name : Amostra 40.led
Method File Name : ACN-H20-0.1TFA-25min.lem
Batch File Name : Acidos Hidroxamicos.icb
Report File Name : Default ler
Data Acquired : /52022 10:33:45
Data Processed - 5572022 13:42:14
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Karol\Amostra 40 lcd
mAU
| 8 PDA Mulb 1
B L g
500+
250
: W
e - P
A—
0 : 10 15 20
min
1 PDA Multi 17254nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 254om 4om
[ Peak= | Name Ret Tume Area Area %
I —__ 888 39314 — 0647
[RI9.592 9507 6039258| 00091
0551 10551 2
T s — o]
Purity Spectrum
Ren Tue 8838 mfkm T ; 838
Congomd Neme :KI8.558 Computl S RTS 838
Spectrum Operation None
100
) - mAU
0.5 [
] 50 100+
o.c 88 89 90 ” 299 87
. Sk 264'.32 ’
Inpurity Not Detected o N R T E—
Peak punty mdex 1 0.994194 T T
Single potnt threshold :0.975359 300
Mininum peak punty index : 18835 om

C:\LabSolutions\Data\Karol\Amostra 40.lcd



96

Figura 80: Corrida de HPLC do composto 4c, pagina 2.

-9
Retention Time  :9.592

Compownd Name :RT9.592
02
1000
0.
9.50 9.75 10.00
min
Peak purity index - 1.000000
Single point threshold - 0.990081
Mininmm peak punty index : 18
D= 3
Retention Time  :10.551
Conpownd Name :RT10.551
0.254 L
] 50
OAW"".'I'."I"'.I-
10.50 10.55 10.60 10.65
min
Peak punity index - 0.999995
Single pownt threshold 10985818

Mininam peak punty index - 14176

S/5/2022 13:46:08 2/ 2

-9

:9.592
:RT9.592
: None

T

-3

: 10.551

: RT10.551
: None

rrryryrrrr T e e ey

C:\LabSolutions\Data\Karol\Amostra 40.lcd
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Figura 81: Corrida de HPLC do composto 4d, pagina 1.

24/7/2023 14:06:1151/3

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4d-Brsub2.lcd

Acquired by : Admin

Sample Name : amostradd-Brsub2
Sample ID : amostradd-Brsub2
Vail # %53

Injection Volume :10uL

Data File Name : amostradd-Brsub2.lcd
Method File Name : ACN-H20-0.1TFA-25min.lcm
Batch File Name E

Report File Name : relat-Denise.lcr

Data Acquired : 21/7/2023 15:00:59
Data Processed 1 21/7/2023 15:31:14
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4d-Brsub2.lcd

mAU
1 ] PDA Multi 1
1000+ @
4 [=>]
750
500
250
] & & 5 8
] 8 2 s o
4 © o bl
0 # ﬁr‘L’r’L
T L — ] T T — 71 T
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1/254nm 4nm
PeakTable
PDA Ch1 254nm 4nm ‘
Pealkd# Name Ret. Time Area Area %
1|RT8.563 8.563 42336 0.721
2|RT9.985 9.985 5618172 95.744
3|RT11.034 | 11.034 53819 0.917
4|RT13.351 13.351 82069 1.399
5|RT13.955 13.955 71520 1.219
Total | 5867915 100.000
Purity Spectrum
ID# 01 .
Retention Time - 8:563 %{De?emion Time : 213 563
Compound Name : RT8.563 <O
o Compound Name :RT8.563
Spectrum Operation : None
0.025.] _—100 mAU
] L 150
1 100
OOOG T Y T YT T Tl rTrrrrrrri
8.525 8.550 8.575 8.600 8.625 50 277.10 312.13
min ] - ;
Impurity :Not Detected - |
Peak purity index : 1.000000 [y S T L T e
Single point threshold 1 0.997867 300

Minimum peak purity index :2132 nm

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4d-Brsub2.lcd



98

Figura 82: Corrida de HPLC do composto 4d, pagina 2.

D# 12
Retention Time 19.985
Compound Name : RT9.985
0.025— 1-2500
0.000 ||||J
9.9 10.0 10.1 10.2
mm
Impurity ‘Not Detected
Peak purity index : 1.000000
Single point threshold : 0.999988
Minimum peak purity index : 12
D# =
Retention Time :11.034
Compound Name : RT11.034
1 \ 50
0.00
BT —
11.00 11.05 11.10
min
Impurity Detected at 10.99 min
Peak purity index : 0.649296
Single point threshold 1 0.892364
Minimum peak purity index : -243068
ID# 14
Retention Time :13.351
Compound Name : RT13.351
0 100
g e — )
13.30 13.35 13.40 1345
min
Impurity Detected at 13.45 min
Peak purity index :-0.363639
Single point threshold 1 0.668773
Minimum peak purity index :-1032412

ID#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

24/7/2023 14:06:152/ 3

:9.985
: RT9.985
: None

ID#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

=3

1 11.034
:RT11.034
: None

50+

D#

Retention Time
Compound Name
Spectrum Operation

mAU

——
300

04
+13:351
:RT13.351
: None

100
50
0_
-50
-100-

300
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Figura 83: Corrida de HPLC do composto 4d, pagina 3.

HE)

Retention Time ~ : 13.955
Compound Name : RT13.955

0.25
| 100
000 T T T T T T T : % T T T T
13.95 14.00
min

Impurity :Not Detected
Peak purity index 1 0.999959
Single point threshold 1 0.996114

Minimum peak purity index : 3844

24/7/2023 14:06:153/ 3

ID# 5
Retention Time 1 13.955
Compound Name :RT13.955
Spectrum Operation : None

mAU
15037
100-
504

382.39

|
300
nm
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Figura 84: Corrida de HPLC do composto 4e, pagina 1.

20/7/2023 14:37:291/3

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\20-07-23\amostrade-NO2sub.lcd

Acquired by : Admin

Sample Name : amostrade-NO2sub
Sample ID : amostrade-NO2sub
Vail # 145

Injection Volume :20uL

Data File Name : amostrade-NO2sub.lcd
Method File Name : ACN-H20-0.1TFA-25min.lcm
Batch File Name E:

Report File Name : relat-Denise.lcr

Data Acquired 1 20/7/2023 11:41:16
Data Processed : 20/7/2023 12:06:26
<Chromatogram>

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\20-07-23\amostra4e-NO2sub.lcd

mAU
750 ] PDA Multi 1
' e
500
250
] o .
S} =)
_ § M
2 : 3
A A
— T — T ]
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1/254nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm
__ Pealct Name | Ret.Time |  Area | Area%
1/RT8.200 8.200] 255168 ~5.630
2/RT10.099 10.099 | 3426552 | 75.610
3|RT11.047 11.047 | 87281 | 1.926
4 RT11.192 11.192 391520 8.639
5|RT13.364 13.364 236921 5.228
6|RT13.968 13.968 | 134459 | 2.967
Total 4531901 100.000
Purity Spectrum

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\20-07-23\amostra4e-NO2sub.lcd
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Figura 85: Corrida de HPLC do composto 4e, pagina 2.

D# &1
Retention Time 1 8.200
Compound Name : RT8.200
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Figura 86: Corrida de HPLC do composto 4e, pagina 3.

ID# 14
Retention Time :11.192
Compound Name :RT11.192
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Spectrum Operation : None
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Figura 87: Corrida de HPLC do composto 4g, pagina 1.

SI5/2022 14:3254 1/
==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\Karol\Amostra 41 .lcd
Acquired by : Admin
Sample Name cAmostra 41
Sample ID :
Vai # 7
Injection Volume :20ul
Data File Name cAmostra 41.lcd
Method File Name : ACN-H20-0.1TFA-25min.lcm
Batch File Name : Acidos Hidroxamicos_2 Icb
Report File Name : Default ler
Data Acquired - 5/5/2022 12:01:35
Data Processed : SIS/2022 14:32:29
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Karol\Amostra 41.lcd
mAU,
1250+ T POA MUl 1
i ~
1000+
750
500
250
E in
: i
—7r—————— T 77T T
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1254nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 254om 4om
Peak= Name Ret Time Area Area®s
1]RT7.583 7.583 4597 0.127
2|RT7.974 7974 11515624 90873
T 11530221 | IQ.@
Punity Spectrum
D=
D= 1
Retention Time  :7.583 ; ;
: Retention Time :7.583
CHmA - R CompomdName  -RTI.S8
Spectrum : None
0.504 - mAU
] 50
025 :
3 [ s0-
L ————
750 755 7.60 7.65 - 285.260.91
ity “Not Detected S
Peak puny mdex 1.000000 i — T T ———
Single pount threshold 0.843574 300
Mininum peck punity index : 56425 nm

C:\LabSolutions\Data\Karo\Amostra 41.lct
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Figura 88: Corrida de HPLC do composto 4g, pagina 2
5/5/2022 14:32:54 2/ 2

D= 12
Retention Time - 7974
Conpound Name :RT7.974
0.
o’ T T T T I T 1 T T I T T T T
775 8.00 825
e

Irpunity Not Detected

Peak punty index - 0.999097

Single pomnt threshold - 0.990083

Mininmm peak punty index : 14

C:\LabSolutions\Data\Karo\Amostra 41.lcd



Acquired by
Sample Name
Sample ID

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name
Report File Name
Data Acquired
Data Processed

Figura 89: Corrida de HPLC do composto 4h, pagina 1.

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4h-CH3sub2.lcd
: Admin
: amostradh-CH3sub2
: amostradh-CH3sub2
154
:10uL
: amostradh-CH3sub2.Icd
: ACN-H20-0.1TFA-25min.lcm

relat-Denise.lcr
: 21/7/2023 15:28:08
: 21/7/2023 15:56:19

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
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21/7/2023 15:57:131/2

<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4h-CH3sub2.lcd
mAU
§ PDA Multi 1
<
1000+
500+
28
_ ™ ©
0 #
T ™1 1 T T
0 5 10 15 20
min
1 PDA Multi 1/254nm 4nm
PeakTable
PDA Chl 254nm 4nm
Peak# Name Ret. Time Area Area %
1|RT8.830 8.830 6314208 96.483
2|RT13.355 13.355 91916 1.405
3| RT13.960 13.960 138245 | 2.112
Total 6544370 100.000
Purity Spectrum
I]gfention Time fls 830 b 1
40 Retention Time : 8.830
ComaindRime; SRTsEa0 Compound Name - RT8.830
Spectrum Operation : None
0.05+
00—}
8.8 8.9 9.0
min
Impurity :Not Detected
Peak purity index 1 0.999990
Single point threshold 1 0.999984
Minimum peak purity index : 6

C:\LabSolutions\Data\Karol\Vini\21-07-23\amostra4h-CH3sub2.lcd
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Figura 90: Corrida de HPLC do composto 4h, pagina 2.
21/7/2023 15:57:13 2/ 2
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] [ 50
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7.3 Resultados de inibicdo enzimatica
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Figura 91 - Inibi¢cdo da enzima HDAC 6.
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Figura 92 — Inibicdo da enzima HDAC 1.

00 _
L
i .
304
- i E .
U_ ——
T T T I T T irm T T T Ty
0 1 2 3 4 3
g [4c]
ICep: 1659 2243 nM
100} .
0
0- B ]
L D D D |
0 1 2 3 4 3
log[4g]
ICsp0 2595 £1.87 nM
100} _i__i
0
] ¥
0] .
T T T T T Ty T TITrm T T T T o
0 1 2 3 4 3

log[Mexturastat A]
ICgp: 1453.0 £ 2.59 nM

108

1004 o
= ] .
E S0
o
&5 T i e
T .. .
0 T——
LBLALILLLLL L LR | ) ] e e
0 1 2 3 4 3
log[4e]
[Ceq: 200.8 23,26 nM
F 100+ L‘
= i
=
E 50—
2 ] * e
0 ———
R L D D DR |
0 1 2 3 4 >
log[4h]

ICeq: 179.0 £2.31 nM



HDACS activity (%)

HDACE activity (%)

-
=2
T

HOACE activity (%)

109

Figura 93 — Inibicdo da enzima HDAC 8.
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7.4 Participagdo em congressos

Figura 94: Certificado de apresentacdo de poster na 46 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

6§ Reunido Anual da SBQ

Aguas de Linddia - SP

Atestamos que o trabalho "Synthesis and biological evaluation of hybrid
inhibitors for the treatment of hematologic malignancies", autoria

de Vinicius Albuquerque Moreira de Souza, Karoline de Barros
Waitman, Moénica F. Z. J. Toledo, Mauricio T. Tavares e Roberto Parise
Filho, foi apresentado na forma de pdster durante a 462 Reunidao Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica.

A L

ShirleyiNakagaki Bastos Luiz Gonzaga dé Franga Lopes
Presidente da SBQ Secretario Geral da SBQ

Figura 95: Certificado de apresentacdo de poster na XXV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

XXV SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos que VINICIUS ALBUQUERQUE MOREIRA DE SOUZA apresentou o trabalho “SYNTHESIS AND
BIOLOGICAL EVALUATION OF HYBRID INHIBITORS FOR THE TREATMENT OF HEMATOLOGIC MALIGNANCIES”,
de autoria de Vinicius Albuquerque Moreira de Souza, Karoline B. Waitman, Ménica F. Z. J. Toledo, Mauricio
T. Tavares e Roberto Parise Filho, em forma de Pdster, durante a XXV Semana Farmacéutica de Ciéncia e
Tecnologia, realizada no periodo de 16 a 20 de outubro de 2023, com carga horaria de 2 horas.

Sao Paulo, 20 de outubro de 2023.

///zt\é Z’IILWIW @

Pro/f. Dr. Jarlei Fiamoncini

Prof. Dr. Gabriel Lima Barros de Aratjo
Presidente da Comissio de Resumos e Trabalho Cientificos

Presidente da Comissdo Organizadora
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Figura 96: Apresentacado do trabalho no 31° Simpdsio Internacional de Iniciacao Cientifica e Tecnoldgica
da Universidade de S&o Paulo (SIICUSP)

| | SS’ p Universidade de Sao Paulo

Brasil

Declaragao de Participagao n° 1878

Declaro para os devidos fins que Vinicius Albuquerque Moreira de Souza apresentou o trabalho
Sintese e avaliacdo biolégica de inibidores hibridos com vistas ao tratamento de neoplasias
hematolégicas na area de Ciéncias da Saude no 31° Simpésio Internacional de Iniciagdo Cientifica e
Tecnoldégica da USP - SIICUSP, sob a orientagdo de Roberto Parise Filho, com a colaboragédo de
Sandra Valeria Vassiliades e Karoline de Barros Waitman, em 2023.

Prof. Dr. Paulo Alberto Nussenzveig
Pré Reitor de Pesquisa e Inovagao
Universidade de Sao Paulo

Documento emitido as 09:47:47 horas do dia 05/12/2023 (hora e data de Brasilia).
Cadigo de controle: WXSE-KQYJ-54RW-MCWJ
A autenticidade deste documento pode ser verificada na pagina da Universidade de Sao Paulo

http://uspdigital.usp.br/iwebdoc
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Figura 97 - Artigo publicado com parte dos dados obtidos por este projeto, pagina 1-102.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.ejmech.2023.115935

European Journal of Medicinal Chemistry 263 (2024) 115935
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HDAC specificity and kinase off-targeting by purine-benzohydroxamate
anti-hematological tumor agents
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ARTICLE INFO

ABSTRACT

Handling Editor: Dr. Z Liu

Keywords:

Anticancer compounds
HDAC inhibitors
Kinase inhibitors
Hematological tumors
Molecular dynamics
Hybrid inhibitors

A series of hybrid inhibitors, combining pharmacophores of known kinase inhibitors bearing anilino-purines
(ruxolitinib, ibrutinib) and benzohydroxamate HDAC inhibitors (nexturastat A), were generated in the present
study. The compounds have been synthesized and tested against solid and hematological tumor cell lines.
Compounds 4d-f were the most promising in cytotoxicity assays (ICsp < 50 nM) vs. hematological cells and
displayed moderate activity in solid tumor models (ECso = 9.3-21.7 uM). Compound 4d potently inhibited
multiple kinase targets of interest for anticancer effects, including JAK2, JAK3, HDAC1, and HDAC6. Molecular
dynamics simulations showed that 4d has stable interactions with HDAC and members of the JAK family, with
differences in the hinge binding energy conferring selectivity for JAK3 and JAK2 over JAK1. The kinase inhi-
bition profile of compounds 4d-f allows selective cytotoxicity, with minimal effects on non-tumorigenic cells.

, these pounds have pharmacokinetic profiles, with high stability in human liver mi-
crosomes (e.g., see ty2: >120 min for 4f), low intrinsic clearance, and lack of significant inhibition of four major
CYP450 isoforms.

1. Introduction

development, driven in part by the ease of tumor genetic profiling, has
focused on identifying targeted inhibitors for tumorigenic proteins,

Cancer is the second leading death cause worldwide [1]. Further, which is reflected in such drugs often gaining FDA-approval [3]. An
studies project a steady growth in both incidence and patient mortality, especially effective strategy for oncology therapy has been the devel-
with a projected cost of 25 trillion UD dollars to world health care sys- opment of selective inhibitors of kinases that promote tumor growth and
tems over the next thirty years [2]. In recent years oncology therapeutics that are selectively upregulated in cancer cells, proteins that drive
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Figura 98 - Artigo publicado com parte dos dados obtidos por este projeto.
DOI: https://doi.org/10.1101/2024.11.30.626092

Dona Flor and her two husbands: Discovery of novel HDACEAKT2 inhibitors for
myeloid cancer treatment

Karoline B Waitman, & Holli-Joi Martin, (& jorge & E G. Carlos, ) Redolpho C. Braga, Vinicius A M. Souza,

Clebar C. Melo-Filho, D Sebastian Hilscher, © Ménica F Z.). Toledo, © Mauricio T. Tavares,
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Thales Kronenberger, 1 Vinicius M_Ales, 2 Roberto Parise-Filho, I Bugene M. Muratov
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Abstract

Hematological cancer treatment with hybrid kinase/HDAC inhibitors is a novel strategy
to overcome the challenge of acquired resistance to drugs. We collected IC,, datasets
from the ChEMEL database for 13 cancer cell lines (72 h cytotoxicity, measured by
MTT), known inhibitors for 38 kinases, and 10 HDACs isoforms, that we identified by
target fishing and literature review. The data was subjected to rigorous biglogical and
chemical curation leaving the final datasets ranging from 76 to 3173 compounds
depending on the target. We generated Random Forest classification models, whereby
14 showed greater than 80% predictability after 5-fold external cross-validation. We
screened 30 hybrid kinase/HDAC inhibitor analogs through each of these models.
Fragment-contribution maps were constructed to aid the understanding of SARs and
the optimization of these compounds as selective kinase/HDAC inhibitors for cancer
treatment. Amang the predicted compounds, 9 representative hybrids were
synthesized and subjected to biological evaluation to validate the models. We
observed high hit rates after biological testing for the following models: K562 (62.5%),
MV4-11 (75.0%), MMIS (100%), NB-4 (62.5%), U937 (75.0), and HDACE (36.0%). This
aided the identification of 6b and 6k as potent anticancer inhibitors with IC;, of 0.2-
0.8 pM in three cancer cell lines, linked to HDACE inhibition below 2 nM, and
blockade of AKTZ phosphorylation at 2 pM, validating the ability of our models 1o

predict novel drug candidates.
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