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RESUMO

A busca por moléculas antineoplasicas ainda faz parte de pesquisas académicas e
desenvolvimentos de industrias farmacéuticas, seja identificando novos alvos
moleculares ou aplicando técnicas de planejamento de farmacos que favoreca a
descoberta de compostos mais potentes. Para aprofundar os conhecimentos
nessa area e encontrar compostos mais eficazes, a estratégia de hibridacao
molecular foi proposta entre o grupo farmacoférico dos inibidores de histonas
desacetilases e o nucleo quinolinico. O composto final MR11 foi sintetizado em
duas etapas, em que a primeira envolveu a reacao da 4,7-dicloroquinolina e o 4-
aminobenzoato de metila em uma substituicdo nucleofilica aromética (rendimento
de 66,0%), e a segunda envolveu a obtencédo do fenil-hidroxamato a partir do éster
intermediario (rendimento de 77,0%) e, ao final, o rendimento global foi de 51,0%.
O composto MR11 foi caracterizado por RMN !H/*3C, espectroscopia de
infravermelho (IV), faixa de fusdo e espectrometria de massas (MS), enquanto sua
citotoxicidade foi avaliada, pelo método do MTT, em duas linhagens de tumores
sélidos (MCF7 e HCT116) e quatro linhagens de leucemias (NB4, K562, Jurkat e
Namalwa). Os valores de ICso que variaram de 2,7 a 14,8 pM. Os resultados
obtidos demonstram atividade citotoxica do composto MR11, indicando sua maior
especificidade para tumores leucémicos em detrimento de tumores solidos.
Apesar de ndo apresentar poténcia superior aos farmacos vorinostate e
doxorrubicina, utilizados como padrdes, os resultados abrem novas possibilidades
de estudos visando compreender a relacdo entre a estrutura e atividade do
composto, bem como novas modificagbes moleculares para aumentar sua
poténcia e seletividade em linhagens tumorais.

Palavras-chave: Neoplasias Hematoldgicas; Hibridacdo Molecular; Inibidor de
HDAC; Benzo-hidroxamato.
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ABSTRACT

The search for antineoplastics molecules still be a part of academic research and
pharmaceutical industries developments, whether identifying new molecular targets
or applying molecular design techniques to discover more potent compounds. To
deepen the knowledge in this area and find more effective compounds, the
molecular hybridization strategy was proposed between the pharmacophoric group
of histones deacetylases inhibitors and the quinoline core. The final compound
MR11 was synthetized in two steps, in which the first one involved the reaction of
4,7-dichloroquinoline and methyl-4-aminobenzoate in a nucleophilic aromatic
substitution (yield of 66,0%), and the second one involved the obtainment of
phenyl-hydroxamate from the intermediate ester (yield of 77,0%) and, at the end,
the global yield was 51,0%. The compound MR11 was characterized by RMN
1H/:3C, infrared spectroscopy (IR), melting range and mass spectrometry, whilst
their cytotoxicity was measured, by the MTT method, in two solid tumors lineages
(MCF7 and HCT116) and four leukemias lineages (NB4, K562, Jurkat and
Namalwa). The ICso values fluctuate from 2,7 to 14,8 pM. The obtained results
show the cytotoxic activity of MR11 compound, indicating more specificity to
leukemic tumors over solid tumors. Despite not having higher potency than the
drugs vorinostat and doxorubicin, used as positive standards, the results open new
possibilities of studies aiming to understand the structure-activity relationship of the
compound as well as new molecular modifications to increase their potency and
selectivity in tumoral lineages.

Palavras-chave: Hematologic Tumors, Molecular Hybridization, HDAC Inhibitor,
Benzo-hydroxamate.
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1. INTRODUCAO

Caracterizado como uma das principais causas de morte no Brasil e no
mundo, o cancer € uma doenca de carater genético de dificil deteccdo e
tratamento, ganhando protagonismo na busca por solu¢cdes deste problema.
Segundo os dados de 2020 da Agéncia Internacional de Pesquisa ao Cancer
(IARC), cerca de 19,3 milhdes de casos foram notificados, enquanto cerca de 9,9
milhdes de Obitos foram registrados no mesmo ano. Os tipos mais frequentes da
doenca sédo os canceres de mama, pulméo e colorretal. O cancer de pele nao
melanoma néo é citado nos tipos mais prevalentes por ser extremamente mais
comum do que os outros tipos, diferindo do segundo mais incidente por um

numero bastante elevado de casos.u

No Brasil, o panorama é bastante similar. Em numeros gerais, a IARC
relatou a incidéncia de cerca de 592 mil casos novos, enquanto cerca de 260 mil
Obitos foram relatados no ano de 2020. Os canceres de prOstata, mama e
colorretal (excluindo-se o céancer de pele ndo melanoma) sdo os tipos mais
frequentes da doenca no pais.@ Ao analisar esses nameros, fica clara a urgéncia

de pesquisar e encontrar um tratamento para esta doenca e suas variantes.

Diante desse cenario, diversos estudos tentam compreender quais sao as
causas e as bases moleculares da doencga, permitindo avan¢os na busca por
solugdes. As literaturas mais recentes descrevem o cancer como uma desordem
genética e epigenética, em que células do corpo humano passam por um acumulo
de mutacbes, ocasionando crescimento desordenado e excessivo. De maneira
geral, as mutacbes genéticas inativam genes supressores de tumor, alteram
genes que regulam o ciclo celular e ativam oncogenes, enquanto as alteragoes
epigenéticas regulam a expressdo de proteinas importantes para a homeostase

celular.m



Segundo Douglas Hanahan e Robert A. Weinberg (2011), os processos
de desenvolvimento de tumores malignos apresentam semelhancas entre si
(independentemente do sitio anatdmico em que foi desenvolvido), configurando as

dez caracteristicas marcantes (Hallmarks) de sua fisiopatologia:

Autossuficiéncia nos sinais de crescimento;
Insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento;
Evasao do sistema imune;

Potencial de crescimento ilimitado;

1.
2
3
4
5. Inflamagéo promovida pelo tumor;
6. Angiogénese mantida;

7. Capacidade de invadir e metastatizar;
8. Instabilidade gendmica e mutacgdes;

9. Resisténcia a morte celular;

10. Desregulacao energética das células.

Durante a formagdo de um tumor maligno, essas caracteristicas
marcantes podem ser geradas através de diversos caminhos, indicando que
diferentes mutacbes e/ou alteracdes epigenéticas podem levar a0 mesmo
resultado. Justamente por isso, encontrar as vias envolvidas em cada tumor e
propor um tratamento eficaz com poucos efeitos adversos é uma missdo quase

impossivel.«

AlteracBes genéticas e epigenéticas sdo bastante proximas, mas atuam
em momentos diferentes do processo transcricional e traducional. Se um individuo
sofre uma mutacdo diretamente no DNA, por exemplo, a transcricdo em um RNA
mensageiro e a producdo da proteina codificada por aquele gene podem estar
comprometidas. Se por outro lado a regulacdo da expressdo génica for alterada
(processos como metilacdo e acetilacdo de DNA e modificagbes da cromatina),
temos uma alteracdo epigenética que afeta a producdo de determinadas

proteinas, mas nao necessariamente sua fungao.se



Dentre as enzimas envolvidas na epigenética e relacionadas com a
progressdo do cancer, as Histonas Desacetilases (HDACs) tornaram-se alvos
moleculares para o tratamento da doenca desde 2006, quando o 6rgédo Food and
Drug Administration (FDA) aprovou o primeiro farmaco inibidor dessas proteinas,
vorinostate. Até o momento, 18 proteinas HDACs foram caracterizadas,
subdivididas em quatro familias, e tendo como funcdo basal realizar a reacédo de
desacetilacdo das histonas nucleares e de outras proteinas disponiveis apés o

processo transcricional.

As histonas sdo proteinas responsaveis pela condensacdo e
afrouxamento do DNA, permitindo que determinadas informagdes sejam
transcritas posteriormente em moléculas de RNA mensageiro, culminando na
producdo de uma proteina necessaria ao funcionamento celular. Ao sofrer
acetilacdo e desacetilacdo, as histonas levam a menor ou maior condensacédo do
DNA, respectivamente, permitindo a exposicdo de regibes promotoras de

transcricéo.s

Embora ainda seja um assunto amplamente estudado e discutido, as
publicacdes até o momento verificaram que a superexpressao de HDACs faz com
gue certas regides do DNA sejam desacetiladas e, com isso, determinados genes
sdo menos expressos. Em outras palavras, a acdo das HDACs dificulta a
expressao de genes supressores de tumor, desacetilando sua regido promotora

para evitar sua transcricdo e posterior traducao.o

Ao confirmar os achados cientificos, uma nova busca por moléculas
inibidoras de HDACs tomou lugar na academia e na inddstria, originando diversos
farmacos disponiveis no mercado, como 0 anteriormente citado vorinostate,
belinostate, panobinostate, givinostate e outros.:s Durante o desenvolvimento
desses farmacos, a relacdo estrutura-atividade da classe foi estabelecida com a

identificacdo de trés regides importantes, conforme figura 1:1:2



e “Cap”, que possui a fungdo de reconhecer a superficie e interagir

com aminoacidos préximos ao sitio ativo;

¢ “Linker Domain”, que ocupa o canal da enzima e faz a ligagao entre

os dois outros grupos;

e “Zinc Binding Group” (ZBG), que interage com o sitio ativo e atua
como quelante do ion zinco (Zn*?), importante para a acdo

catalitica.

CAP |—LinkER

Figura 1. Farmacoforo dos inibidores de HDAC.

As moléculas que possuem o0s trés grupos indicados e atuam como
inibidores de HDAC sé&o agrupadas de acordo com a regido ZBG utilizada. Desta
forma, existem os inibidores derivados de acidos graxos de cadeia curta,
baseados em amino-benzamida, depsipeptideos, derivados de acido hidroxamico
(popularmente conhecidos como hidroxamatos e constitui a maioria dos

compostos, conforme figura 2) e outros grupos quelantes.us
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Figura 2. Farmacos da classe dos Inibidores de HDAC e os respectivos farmacoforos.



Além dos grupos quimicos citados anteriormente, 0S compostos e
farmacos utilizados como anticancerigenos possuem uma diversidade estrutural
bastante rica. Outro exemplo é o grupo quimico das quinolinas, que esta presente
na estrutura de farmacos como o lenvatinibe (inibidor de receptores de VEGF no
combate ao cancer de tireoide) e topotecano (analogo de camptotecina e atuante

em cancer cervical, de ovario e de pulmao).t4
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Figura 3. Farmacos que possuem nucleo quinolinico em sua composi¢ao.

Apesar de ser mais conhecido pelos farmacos antimalaricos, a
versatilidade do grupo quinolinico € bastante evidente, conforme figura 3. Até
mesmo farmacos que estao presentes no mercado ha muito tempo, como € o caso
da cloroquina e seu derivado hidroxilado, hidroxicloroquina, continuam sob
constante investigagdo e possivel reposicionamento, inclusive como tratamento
para o SARS-COV-2 (considerado ineficaz pela comunidade cientifica) ou como

anticancerigenos. sl

A busca de novos farmacos, no entanto, ndo € dependente apenas da
pesquisa biolégica e da descoberta de alvos moleculares. A quimica farmacéutica

e suas técnicas também evoluiram com o tempo, permitindo o desenvolvimento de



moléculas ainda mais complexas e especificas, possivelmente mais potentes para

a questao abordada.

Uma dessas técnicas presente em diversas pesquisas € a de hibridacéo
molecular, que consiste na unido de dois farmacos ou grupos farmacoféricos em
uma Unica molécula, buscando maior eficacia e afinidade do que os compostos de
origem.us O novo composto é chamado de hibrido e espera-se que apresente um

dos efeitos positivos abaixo:17

1. Sinergismo de acao farmacologica;
2. Dupla acéo farmacoldgica;
3. Alteracdo de parametros secundarios indesejados dos farmacos de

origem.

Alguns farmacos utilizados na terapéutica foram planejados de acordo
com a técnica de hibridagdo, como € o caso do farmaco ondansetron, em que 0s
grupos farmacoféricos da cocaina e da serotonina foram utilizados como base
para a formacdo de sua estrutura inicial.®¥ Além dos farmacos aprovados, as
pesquisas de novas estruturas planejadas pela técnica de hibridacdo crescem
cada vez mais, a exemplo de compostos originados da hibridacdo entre os grupos
farmacoféricos da donezepila e dos inibidores de acetilcolinesterase para o
tratamento de doencas neurodegenerativas.?? Os beneficios fisico-quimicos e
biologicos de um planejamento por hibridagdo molecular atraem estudos para
variadas patologias, objetivando a criagdo de um hibrido que tenha os efeitos

positivos supracitados.

Em face do exposto até o momento, apesar do grande avango nas
pesquisas envolvendo compostos antineoplasicos, este ainda requer planejamento
e sintese de novas moléculas eficazes nas bases moleculares que séo
descobertas com o avanco da ciéncia. Deste modo, o alvo deste trabalho foi o
planejamento e sintese e avaliagcdo biologica de um novo hibrido molecular com

potencial antineoplasico.



2. OBJETIVOS

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo encontrar um
composto passivel de ser utilizado como quimioterapico. O composto foi planejado
por hibridacdo molecular, objetivando o aumento de sua poténcia. Como objetivos
especificos, temos:

A. Planejar, por hibridacdo molecular, um composto que reuna
informacgdes quimicas sobre inibidores de HDAC e nucleos quinolinicos;

B. Sintetizar e caracterizar o hibrido proposto;

C. Avaliar a citotoxicidade do composto sintetizado em linhagens de

canceres solidos e hematoldgicos.

3. PLANEJAMENTO

A molécula final do presente trabalho foi planejada por hibridacdo
molecular, unindo dois grupos farmacoféricos que ja estdo presentes em farmacos
empregados atualmente na terapéutica desta patologia. O ndcleo quinolinico, por
exemplo, esta presente em farmacos como lenvatinibe e topotecano, enquanto o
grupo benzo-hidroxamato € amplamente utilizado nos inibidores de HDACs. A

estrutura final pode ser vista mais detalhadamente na figura 4.

givinostate

lenvatinibe

Molécula Proposta

Figura 4. Planejamento da hibrida¢édo do composto MR11.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
Além dos equipamentos, vidrarias e outros utensilios comuns de qualquer
laboratério de sintese, os reagentes, solventes e outros quimicos utilizados estao

listados a seguir.

Reagentes:
e 4, 7-dicloroquinolina (Oakwood Chemical);
e 4-aminobenzoato de metila (Sigma-Aldrich);
e Hidroxilamina (Solugéo de 50% em H20) (Sigma-Aldrich);
e Hidroxido de sodio (Synth);
e Acido cloridrico (Synth).

Solventes:
e Etanol (Synth);
e Metanol (Synth);
e THF (Synth);
e Acetato de etila (Synth).

4.2. METODOS SINTETICOS

cl o~
o)
N @Ao/ HN
~
cl N HaN

EtOH, 80°C, 2 h

Y
o
Z?\ /;

4,7-dicloroquinolina MR10

Esquema 1. Sintese do intermediario MR10



Em um baldo de fundo redondo de 25 mL munido de agitacdo magnética e
condensador de refluxo, adicionou-se EtOH (5 mL), 4,7-dicloroquinolina (1 mmol,
197 mg) e 4-aminobenzoato de metila (1 mmol; 93 mg). ApGs 2 horas sob refluxo
a 80 °C, o solido formado foi filtrado sob pressdo reduzida.?!! O sélido foi
ressuspendido em acetato de etila e, subsequentemente, adicionou-se solugcao de
carbonato de potassio até que o pH da solucdo estivesse entre 8 e 9.
Posteriormente, foram feitas trés extracbes liquido-liquido entre a fase organica
com a molécula solubilizada e agua, finalizando com uma extracdo entre a fase
organica e uma solugéo saturada de cloreto de sodio. Por fim, a fase organica foi
rotaevaporada para a obtencdo do produto intermediario MR10 como um sdlido
amarelo, em 66% (206,25 mg) de rendimento.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm): 3,83 (s, 3H), 7,23 (d, J = 5,28 Hz, 1H),
7,42 (d, J = 8,28 Hz, 2H), 7,58 (d, J = 9,03 Hz, 1H), 7,94 (d, J = 6,48 Hz, 3H), 8,37
(d, 3 =9,03 Hz, 1H), 8,58 (d, J = 5,28 Hz, 1H), 9,39 (s, 1H).

RMN *3C (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm): 51,7, 104,8, 119,2 (2C), 119,2, 123,0,
124.6, 125,4, 127,7, 130,7 (2C), 134,1, 145,7 146,0, 149,5, 151,9, 165,7.

H
HN NH,OH (sol.), NaOH HN
/@\)j THF/MeOH (5:1), 0 °C - r.t., 40 min m
~ ~
Cl N Cl N

Esquema 2. Sintese do composto final MR11.

Para a segunda etapa da reacéo, a hidroxilamina (50 mmol; 1,40 mL) e o
hidréxido de sodio (1 mmol; 40 mg), foram adicionados em um baldo de fundo
redondo de 25 mL e mantidos sob agitacdo em temperatura ambiente.
Subsequentemente, adicionou-se gota a gota o intermediario MR10 previamente
dissolvido em THF e metanol (5:1; 15 mL). Ap6s 40 minutos, o solido formado foi
filtrado sob presséo reduzida e seco em bomba de vacuo, obtendo o composto

final como um sélido amarelo, em 77% (242,18 mg) de rendimento.?
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RMN H (300 MHz, DMSO-d6, & = ppm): 7,12 (d, J = 5,22 Hz, 1H), 7,41 (d, J =
8,10 Hz, 2H), 7,58 (d, J = 8,88 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 8,10 Hz, 2H), 7,93 (s, 1H),
8,40 (d, J = 9,06 Hz, 1H), 8,54 (d, J = 5,25 Hz, 1H), 9,06 (s, 1H), 9,26 (s, 1H),
11,13 (s, 1H).

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6, & = ppm): 103,4, 118,8, 120,3 (2C), 124,5, 125,2,
127,0, 127,7, 128,2 (2C), 134,0, 143,3, 146,8, 149,6, 151,9, 163,8.

IV (Vvmax, cm™): 3180, 2820, 2710, 2050, 1585, 1560, 1520, 1475, 1460, 1382,
1331, 1285, 1216, 1153, 1119, 1048, 974, 866, 836, 788, 735.

EMAR-ESI-TOF: m/z calculado para CisHi12N302Cl + H* 314,0698; encontrado
314,0690.

HPLC: tempo de retencéo (8,46 minutos); pureza: 96,44%

Faixa de fuséo: 172,5°C a 173,5°C

4.3. METODOS ANALITICOS

4.3.1. CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)
O acompanhamento das reacOes foi realizado por CCD, utilizando
cromatofolhas de aluminio cobertas com silica GF254 (Merck). A revelacdo das

placas foi feta por lampadas de ultravioleta (UV), iodo e solucéo de vanilina.

4.3.2. FAIXA DE FUSAO

A faixa de fusdo do produto final MR11 foi obtido em aparelho para
determinacao de faixa de fusdo capilar, modelo M565, da marca Buchi, disponivel
no Laboratério de Planejamento e Sintese de Quimioterdpicos Potencialmente
Ativos Contra Doencgas Negligenciadas (LAPEN) da FCF-USP.
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4.3.3. ESPECTROSCOPIA POR RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As andlises espectroscopicas de RMN 'H e 3C foram realizadas em
espectrometro Bruker 300 MHz, modelo Advanced DPX-300, disponivel na FCF-
USP. Os deslocamentos quimicos (8) serdo expressos em partes por milhdo
(ppm). AbreviacOes para denotar a multiplicidade de um sinal em particular séo: s

(singleto); d (dubleto); g (quarteto); quint (quinteto), sx (sexteto) e m (multipleto).

4.3.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PERFORMANCE (HPLC)

A determinacdo da pureza do composto sintetizado foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), empregando-se o cromatografo
Shimadzu Proeminence com coluna analitica Zorbax SB-Phenyl® (5u, 150x4,6
mm), disponivel na Central Analitica do Departamento de Farméacia da FCF-USP.

A amostra foi diluida em DMSO a concentracdo de 0,25 mg/mL e filtrada
em filtro PVDF de 25 mm. O volume de injecdo no cromatégrafo foi de 7 pL,
utilizando-se como sistema eluente agua deionizada e acetonitrila (ACN), ambos
com 0,1% de &cido trifluoracético (TFA), com fluxo de 1 mL por minuto. A corrida
cromatografica foi iniciada com 5% de ACN/TFA, elevando para 100% aos 10
minutos de corrida. Apés 15 minutos, a concentracdo da mistura de ACN/TFA foi
reduzida a 50%, decaindo pela metade aos 20 minutos e finalizando a corrida aos

25 minutos, com 0% da mistura referida.

4.3.5. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A determinacao da estrutura do composto final também foi confirmada por
espectrometria de massas, empregando-se um MicrOTOF QII/ESI-TOF da marca
Bruker Daltonics®, e o cromatégrafo Prominence Liquid Chromatography da marca
Shimadzu® acoplado a um espectréometro de massa Q-TOF, modelo compacto da
marca Bruker Daltonics GmbH® com interface de ionizacédo por eletrospray, ambos

disponiveis no laboratorio da Prof.2 Dra. Neuza Mariko Aymoto.
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O composto final foi dissolvido em DMSO e separado por CLAE utilizando
a coluna Luna C18 (3 uym, 100 A, 150x3 mm da marca Phenomenex®) e sistema
eluente composto por 0,1% de acido férmico em agua deionizada e 0,1% de &cido
férmico em acetonitrila, com fluxo determinado em 0,4 mL por minuto. O gradiente
da corrida cromatogréfica iniciou-se com 30% da solucdo de &cido férmico em
acetonitrila, aumentando para 100% entre os minutos 3 e 6 da corrida, retornando
a 30% apds os 6 minutos, finalizando-a aos 11 minutos. O volume de injecéo
utilizado foi de 20 yL e a temperatura da coluna manteve-se em 40 °C durante
todo o procedimento.

O equipamento Q-TOF/MS foi operado em modo positivo, utilizando a
fonte de gas i6nico (N2) a 200 °C, pressao de nebulizador a 45 psi e 2.800 Volts
aplicados no capilar. O espectrometro de massas foi operado no modo de
Varredura MS, utilizando o formato de s6dio como calibragdo de massa interna.

4.3.6. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
A estrutura também foi confirmada por espectroscopia de infravermelho,
empregando-se o infravermelho modelo Cary 630 FTIR da marca Agilent

Technologies, disponivel no laboratério do Prof.° Dr. Hélio Alexandre Stefani.

4.3.7. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade do composto sintetizado foi avaliada por meio de ensaio in
vitro de MTT, em sextuplicata, a fim de se aumentar a confiabilidade dos
resultados obtidos. Todos os ensaios de citotoxicidade foram realizados em
colaboragdo com a Profa. Dra. Leticia Veras Costa Lotufo e Prof. Dr. Jo&o
Agostinho Machado Neto, lotados no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP
(ICB-USP).

As linhagens celulares de tumores sélidos (HCT116 e MCF7) foram
plagueadas com concentragbes de 3x10° e 5x10% células por poco
respectivamente, enquanto as linhagens de tumores leucémicos (NB4, K562,
Jurkat e Namalwa) foram plagueadas com concentracdes de 10 células por poco,

todos em placas de 96 pocos. Apds 24 horas, o composto final e o vorinostate
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(SAHA) foram adicionados em concentragdes de 50 uM a 0,0032 uM, enquanto a
doxorrubicina foi adicionada em concentracbes de 10 uM a 0,00064 uM, todos
incubados por 72 horas. Cada condicéo foi testada em trés replicatas técnicas.

A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e dimetilsulféxido
(DMSO) diluido (1:200) como controle negativo. Ao final do tempo de incubacéo,
10 uL de MTT (5 mg/mL) foi adicionado em cada poco e incubado por 3 horas.
Subsequentemente, 100 uL de 0,1 N HCL Isopropanol foi adicionado e a
absorbancia foi mensurada a 570 nm conforme preconizado por Mosmann
(1983).12% Os valores de concentragéo inibitéria 50% (IC50) foram calculados por
regressao nao linear usando programa GraphPad Prism 5.



14

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante a
realizac@o do presente trabalho. Para melhor compreenséo do texto e a titulo de
facilitar a busca pelo leitor, esta se¢cdo encontra-se subdividida em: “Sintese dos

Compostos” e “Atividade Biolbgica”.

5.1. SINTESE DOS COMPOSTOS

O composto intermediario MR10 foi sintetizado por meio da reacéo entre
4,7-dicloroquinolina e 4-aminobenzoato, resultando em um composto quinolinico
substituido na posicéo 4. As condi¢des reacionais foram baseadas na patente WO

2019/173482 Al*1 e estdo explicitadas no esquema 3.

Cl o /@)‘\O/
— HoN
Cl N > N
EtOH, 80 °C, 2 h _
Cl N

4,7-dicloroquinolina MR10

K,COj
— 770
AcOEt, H,0 /@\)j
—
cl N

MR10
Esquema 3. Sintese do intermediario MR10.

O composto foi obtido na forma de sal (cloridrato), o que favoreceu sua
precipitacdo como um solido amarelo. Por ser pouco solivel nos solventes
organicos utilizados nas préximas etapas, 0 composto intermediario foi
ressuspendido em acetato de etila e 0 meio alcalinizado, conforme descrito nos
procedimentos sintéticos, permitindo a obtencéo de sua forma molecular como um
sélido amarelado. O rendimento obtido apds a sintese e tratamento do composto

foi de 66%, enquanto o rendimento indicado em literatura é de 79%.2% A diferenca
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de rendimentos pode ser explicada pelas extracfes feitas com acetato de etila,
agua e carbonato de potassio, uma vez que esses procedimentos ndo sao
realizados na literatura referenciada.

Com relagdo ao mecanismo reacional desta primeira etapa, observa-se
uma classica substituicdo nucleofilica aromatica, que sé é possivel nas posicdes 2
e 4 caso haja um grupo abandonador.?¥ Esse tipo de reacéo s6 é possivel quando
h& um grupo retirador de elétrons e um grupo abandonador em orto ou para em
relacdo ao primeiro, representados pelo heteroatomo do anel quinolinico e pelo

cloro, respectivamente (Esquema 4).2%

(0]
Cl
— | N
cl ND H (|+H
cl N7
0] (0]

/@)J\? KZCO3 /@)’k$
- = HN *HCI ; HN
m KClI, H20, COZ m
= —
Cl N Cl N

Esquema 4. Mecanismo proposto para a reagdo entre 4,7-dicloroquinolina e 4-aminobenzoato.

A obtencédo do composto intermediario foi comprovada pelos espectros de
RMN 1H e 13C disponiveis nos anexos 1 e 2 deste trabalho. Ao analisar o espectro
de RMN de H, por exemplo, pode-se observar um singleto em 3,83 ppm com area
integrada de aproximadamente 3 hidrogénios, referentes aos hidrogénios da
metila presente na funcédo éster da molécula. Na regido dos anéis aromaticos, é
possivel observar dois dupletos nas faixas de 7,41-7,44 ppm e 7,93-7,95 ppm com
integragdo para dois e trés hidrogénios, respectivamente, referentes aos
hidrogénios arométicos presentes no substituinte aminobenzoato, e com

constantes de acoplamento de J = 8,28 Hz para o primeiro e J = 6,48 Hz para o
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segundo. O dupleto que indica a presenca de trés hidrogénios (7,93-7,95 ppm) se
sobrepbs ao singleto correspondente ao hidrogénio do carbono 4 do anel
quinolinico, conforme figura 5.

Ainda na regido dos anéis aromaticos, € possivel identificar os dupletos
das faixas 7,22-7,24 ppm, 7,57-7,60 ppm, 8,35-8,38 ppm e 8,57-8,59 ppm, que
correspondem aos carbonos das posicoes 8, 6, 1 e 9, com constante de
acoplamento de J = 5,28 Hz, J = 9,03 Hz, J = 9,03 Hz e J = 5,28, respectivamente.
Por fim, o singleto identificado em 9,39 ppm é referente ao hidrogénio da amina

secundaria presente na molécula.
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Figura 5. Ampliagcdo do espectro RMN de 'H do composto MR10 (DMSO-d6, 300 Hz)

Apos confirmacao da estrutura do MR10, iniciou-se a sintese do composto
final MR11 empregando as condi¢bes reacionais propostas por Tavares e
colaboradores.”? Desta forma, reagiu-se o intermediario MR10 com a
hidroxilamina em meio basico, resultando na formacédo do &acido hidroxamico

correspondente. Ao final do processo, um sélido amarelado foi obtido com
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rendimento de 77% e rendimento global de 51%. A literatura utilizada indica que
os rendimentos desta etapa variaram de 70 a 95%, apresentando concordancia
com os resultados apresentados.??

Na segunda etapa da reacdo, realizou-se uma amindlise do composto
intermediério, formando o &cido hidroxadmico correspondente. A reagdo utiliza-se

da reatividade de ésteres frente a aminas (Esquema 5).?%

9 0)
e
0 el
HoN
HN — HN OH I

.

y,-OH el

H, H
— HN ( — HN

Esquema 5. Mecanismo proposto para a obtengéo do acido hidroxamico.

A obtencdo do composto final também foi comprovada pelos espectros de
RMN de 'H e 3C, disponiveis nos anexos 3 e 4 deste trabalho. Em comparacéo
ao espectro do composto intermediario, espera-se gue 0 espectro revele os sinais
dos hidrogénios presentes no acido hidroxamico (hidroxila e amida), bem como
ndo tenha nenhum sinal da metila do éster presente no composto intermediario.

Os dupletos identificados na regiao de 7,39-7,42 ppm e 7,79-7,82 ppm
possuem area integrada equivalente a dois hidrogénios cada, referentes aos
hidrogénios presentes no anel benzénico da molécula, com constantes de
acoplamento iguais a J = 8,10 Hz. Na regido dos aromaticos, é possivel identificar
os dupletos nas regides de 7,11-7,13 ppm, 7,56-7,59 ppm, 8,38-8,42 ppm e 8,53-
8,55 ppm com constantes de acoplamento de J = 5,22 Hz, J = 8,88 Hz, J = 9,06

Hz e J = 5,25 Hz, que correspondem aos hidrogénios das posicdes 8, 6, 1 e 9,
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respectivamente. Ainda nesta regido, ha um singleto em 7,93 ppm que
corresponde ao hidrogénio da posicédo 4 da molécula demonstrada.

Por fim, os singletos identificados nas regides de 9,06 ppm e 9,26 ppm
correspondem aos hidrogénios das aminas presentes na molécula, enquanto o

singleto identificado em 11,13 ppm corresponde ao hidrogénio da hidroxila.
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Figura 6. Ampliacdo do espectro RMN de 'H do composto MR11 (DMSO-d6, 300 Hz)

A pureza do composto foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), em que o composto de interesse foi identificado apos 8,46
minutos de corrida, com area integrada que corresponde a 96,44% de todos os
picos identificados. Outros cinco picos foram identificados nos minutos seguintes,
com érea integrada que corresponde a 3,56%. Esses dados séo corroborados

pela faixa de fuséo estreita (172,5 °C a 173,5 °C), indicando sua provavel pureza.
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5.3. ATIVIDADE BIOLOGICA DO COMPOSTO FINAL MR11

Apoés confirmacdo do sucesso obtido na sintese do composto e de sua
pureza, a avaliacdo de atividade bioldégica pdde ser realizada. Conforme
previamente descrito, o composto foi avaliado pelo método do MTT e comparado
aos padrbes vorinostate e doxorrubicina. A tabela e os graficos a seguir

demonstram os resultados obtidos:

ICso (UM)
Compostos
MCF7 HCT116 NB4 K562 Jurkat Namalwa
MR11 11,9 14,7 2,7 14,8 2,7 3,9
Vorinostate 59 3,5 0,6 15 0,6 0,7
Doxorrubicina 0,31 0,35 0,05 0,22 0,05 0,03

Tabela 1. Atividade biolégica do composto MR11 e dos padrdes vorinostate e doxorrubicina.

Células neoplasicas
ICs0 95%IC

® MCF7 11.9juM (4.1-284)
® HCT116 147,M (10.9-349)
® NB4  27,M (23-38)
® KS62  148;M (125-192)
* ® Jukat 27uM (23-42)
® Namaa 39,M (35-51)
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® HCT116 35uM (25-5.1) ® HCT116 0.35uM (0.28-0.45)
® N84 005uM (0.04-008)
® K62 0.22uM (0.19-0.25)
® Jurkat 0.05uM (0.04-0.05)
® Namalva 0.03 yM (0.02-0.04)

® N84 0ByM (0.5-1.1)
® Ks62 15uM (1.3-17)
® Jukat 06uM (0.5-1.1)
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Figura 7. Atividade bioldgica (citotoxicidade) do composto MR11 em comparacgao aos padrdes

doxorrubicina e vorinostate.

O objetivo da avaliagcdo pelo método do MTT € avaliar a viabilidade de
células neoplasicas apos tratamento com os compostos indicados, mensurando 0s
valores de ICso para cada linhagem. Neste cenario, os valores obtidos pelo
composto MR11 foram bastante promissores e confirmam sua acao citotoxica.

As linhagens testadas sédo especificas de determinados tipos de tumor,

conforme informacdes obtidas da American Type Culture Collection (ATCC):
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e MCF7 — Cancer de mama,;

e HCT116 — Céancer de cdlon;

¢ NB4 — Leucemia promielocitica aguda,;

e K562 — Leucemia mieloide cronica;

¢ Jurkat — Linfoma agudo (Linfoblastos T);

e Namalwa — Linfoma de Burkitt (Linfécitos B).

Os menores valores de ICsp encontrados para o composto MR11 foram
observados nas linhagens NB4, Jurkat e Namalwa, que correspondem a 2,7 uM,
2,7 uM e 3,9 uM, respectivamente. Essas linhagens podem ser classificadas em
uma categoria mais abrangente de “Leucemias” que, segundo os dados do IARC
de 2020, correspondem a cerca de 5% dos casos diagnosticados de cancer.?

Os valores de ICso observados nas linhagens MCF7, HCT116 e K562, por
outro lado, mostraram-se ligeiramente superiores, com concentracdes de 11,9 uM,
14,7 uM e 14,8 uM, respectivamente. Com isso, o composto MR11 revela-se
ligeiramente menos potente nestas trés linhagens, mas ainda pode ser
considerado como um composto promissor para futuras investigacdes dada sua
acao citotoxica eficaz.

Diante do exposto, o composto MR11 mostra-se mais seletivo a tumores
leucémicos em relacdo a tumores sélidos, explicitados através da razao entre os
valores de ICso de duas linhagens diferentes, conceito definido como
especificidade tumoral (ES). A tabela 2 a seguir mostra os valores de

especificidade de cada linhagem leucémica frente a linhagens sélidas.

Especificidade Tumoral

Linhagens
NB4 Jurkat Namalwa
MCF7 4.41 4.41 3,05
HCT116 5,44 5,44 3,77

Tabela 2. Especificidade tumoral do composto MR11 entre linhagens leucémicas e sélidas.
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Um dos farmacos utilizados como padrdo positivo, a doxorrubicina,
apresentou valores de 1Cso menores do que o composto MR11, indicando maior
poténcia nas linhagens testadas. Essa diferenca pode ser justificada pelas
diferengcas encontradas no mecanismo de agdo dos compostos, uma vez que a
doxorrubicina atua ao ligar-se diretamente as fitas de DNA e, consequente,
impedir a divisdo celular, enquanto o composto MR11 foi planejado para que atue
como um inibidor de histona deacetilases (HDACI).%

Os valores de ICso do farmaco doxorrubicina obtidos neste trabalho
também condizem em ordem de grandeza com outros trabalhos similares. Os
procedimentos aplicados nao foram exatamente 0s mesmos e, por isso, variagcdes
podem ser observadas.??

Em comparacdo ao farmaco vorinostate, também utilizado como padrdo
positivo no teste de citotoxicidade, os valores de ICso apresentam-se maiores do
gue os observados no padréo. O composto MR11 foi planejado para que tenha um
mecanismo de ac&do de inibicdo das histonas deacetilases, mesmo mecanismo
apresentado pelo farmaco vorinostate. Os farmacos desta classe possuem uma
estrutura farmacoférica bem definida, conforme abordado em tépicos anteriores,
dividida em trés regifes e que permitem sua atuacdo como quelante do ion zinco
no sitio catalitico das enzimas HDAC. Neste sentido, as regides Cap e Linker
dessas moléculas permitem mudancas estruturais para alterar suas propriedades
fisico-quimicas e farmacodindmicas.*? A imagem a seguir mostra uma

comparacao entre as duas moléculas.
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Figura 8. Representacéo das moléculas MR11 e vorinostate.
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Ao analisar ambas as estruturas, conforme figura 8, é possivel ver que
tanto o farmaco vorinostate quanto o composto MR11 compartilham da mesma
regido ZBG, indicando possivel similaridade em seu mecanismo de acéo.

Por outro lado, a regido Cap de compostos inibidores de HDACs possui
carater hidrofébico bastante caracteristico, comumente representada por grupos
aromaticos ou poliaroméaticos.?? Neste contexto, o farmaco vorinostate e o
composto MR11 possuem grupos funcionais diferentes nesta regido,
representados por um anel benzénico e um anel quinolinico substituido nas
posicdes 4 e 7, respectivamente. As diferencas estruturais observadas podem
resultar em diferentes interagdes nas regides préoximas ao sitio catalitico, o que
pode levar a diferentes poténcias frente as linhagens tumorais estudadas.

Por fim, a regido Linker desta classe de compostos é bastante diversa,
com moléculas que apresentam cadeias carbodnicas alifaticas ou anéis arométicos
como responsaveis por esta fungdo. E conhecido, no entanto, que essas cadeias
devem apresentar um tamanho que permita o alcance da regido ZBG ao sitio
catalitico (aproximadamente 10 angstrons) e possua caracteristica hidrofobica.?®

O composto MR11 e o farmaco vorinostate também apresentam
diferencas estruturais claras na regido Linker, representadas por uma anilina e
uma cadeia alifatica, respectivamente. Apesar de ambos possuirem caracteristicas
hidrofébicas, o comprimento e a flexibilidade dessas regides séo distintos para
cada molécula, gerando possiveis diferencas na interacdo com o tunel hidrofébico
anterior ao sitio catalitico e, consequentemente, diferentes poténcias de inibicdo
nas proteinas de interesse.

De maneira geral, os resultados obtidos no teste citotoxico sdo excelentes
para o primeiro composto planejado nestes moldes. Futuras investigagcdes podem
ser aplicadas para entender o mecanismo de acdo da molécula e os pontos
estruturais que podem ser melhorados para aumentar sua seletividade e poténcia

na inibicdo de proliferacdo tumoral.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou os passos para o planejamento, sintese e
avaliacéo citotoxica de um hibrido molecular com potencial atividade antitumoral.
O composto final MR11 foi obtido ap6s uma reacdo de duas etapas, com a
formacao do intermediario MR10.

As reacdes aplicadas foram simples de serem executadas e com
reagentes disponiveis para compra, 0 que permite sua execucdo em maiores
escalas de producdo, por exemplo. A purificacdo dos compostos também se
mostrou relativamente simples, uma vez que tanto o intermediario quanto o
composto final foram obtidos por precipitacdo e posterior filtracdo, dispensando o
uso de técnicas mais complexas e custosas, como a cromatografia de coluna.

Os rendimentos obtidos nas reac¢des foram de moderado a bom, sendo de
66% para a primeira etapa e de 77% para a segunda etapa, resultando em um
rendimento global de 51%. Este aspecto, no entanto, pode ser melhorado com a
mudanca de algumas caracteristicas das reacdes em futuros estudos com o0s
mesmos compostos.

O composto final MR11 apresentou resultados bastante promissores em
seus testes de atividade citotoxica, alcancando valores de ICso que variam de 2,7
a 14,8 uM. Por ser o primeiro composto obtido por meio da hibridacdo proposta,
ainda ha a possibilidade de realizar modificagcdes moleculares para torna-lo mais
potente e seletivo conforme as descobertas explicitadas neste trabalho.

Por fim, os resultados deste trabalho permitem a busca por mais respostas
com relacdo ao composto e sua atividade, como:

¢ Entender a relacéo entre sua estrutura e atividade;
¢ Avaliar sua seletividade entre células tumorais e ndo-tumorais;
e Melhorar sua seletividade e poténcia através de modificacdes

moleculares.
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8. ANEXOS

Espectro RMN 'H do composto intermediéario

Anexo 1
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Anexo 2 — Espectro RMN 3C do composto intermediario
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Anexo 3 — Espectro RMN H do composto final
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Anexo 4 — Espectro RMN 3C do composto final
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Anexo 5 — Espectrometria de Massas do Composto Final
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Intens. MR11_1-103_01_7513.d: +MS, 5.Bmin #1039
x10°1 261.1093
1.0
0.81
D61
D44
163.0763
0.2 499.2290
117.0918 O l
ooty L : ! : : : : .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz
Anexo 6 — Espectroscopia de Infravermelho
- Agilent Technologies
Sample ID: MR11 Method Name: Antonio
Sample Scans: 32 User: Admin
Background Scans: 8 Date/Time: 7/13/2021 3:40:15PM
Resolution: 4 cm-1 Range: 4,000.00 - 650.00
System Status: Good Apodization: Happ-Genzel
File Location: C:\Program Files\Agilent\MicroLab PC\Results\MR11_2021-07-13T15-43-06.a2r
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Anexo 7 — Andlise por HPLC do composto MR11

Shimadzu LCsolution Analysis Report ====

C:\LabSolutions\Data\Matheus\MR11-10.06.21.lcd

Acquired by
Sample Name
Sample ID

Vail #

Injection Volume
Data File Name
Method File Name
Batch File Name

: Admin

:MR11-10.06.21

:MR11-10.06.21

150

:10uL

:MR11-10.06.21.Icd

: Agua+TFA 0,1_ACN+TFA 0,1-25min.lcm

Report File Name : Default.ler
Data Acquired :10/6/2021 09:21:24
Data Processed :10/6/2021 09:46:36
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Matheus\MR11-10.06.21.Icd
mAU
Q PDA Multi 1
] <
3000
2000
1000
T NN 0
] I 2 88 R]%
0 L. FF FF
T ;B ol
——— ———————— 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 RT8.486 8.486 11410939 96.440
2|RT9.354 9.354 267088 2.257
3|RT10.977 10.977 31910 0.270
4|RT11.387 11.387 22306 0.189
5|RT12.207 12.207 26800 0.227
6| RT12.885 12.885 73136 0.618
Total 11832179 100.000
Purity Spectrum
ID# ) 21 ID# i1
Retenition. Time 281486 Retention Time : 8.486
Compound Name  : RT8.486 Compound Name : RT8.486
Spectrum Operation : None

PR R

0

T
8.4

Impurity :Detected at 8.51 min | KN

Peak purity index 1 0.989910 SAALAARS) MAAMLARAS RASSL A W SR S I MR
Single point threshold : 0.999994 200 300 400 %0() 680 700
Minimum peak purity index :-10083

0.5 F
12500
0.0 J
———
8.5 8.6

ol
8.7
min

486.06 STHBOF 3

nm
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Anexo 8 — Analise por HPLC dos solventes utilizados na corrida

==== Shimadzu LCsolution Analysis Report ====
C:\LabSolutions\Data\Matheus\branco.lcd

Acquired by : Admin
Sample Name : branco-10.06.21
Sample ID : branco-10.06.21
Vail # 140
Injection Volume :10uL
Data File Name : branco.lcd
Method File Name : Agua+TFA 0,1_ACN+TFA 0,1-25min.lcm
Batch File Name :
Report File Name : Default.ler
Data Acquired : 10/6/2021 09:48:51
Data Processed : 10/6/2021 10:14:02
<Chromatogram>
C:\LabSolutions\Data\Matheus\branco.lcd
mAU 500
: PDA Multi 1
400+
300+
200+
100
1 s B E
1 =3 —— N
] Lo pEe Jt
O R AR K T e G [ B S e | 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/RT9.910 | 9.910 12644 11.996
2 RT11.068 11.068 26202 24.860
3/ RT11.325 11.325 33864 32.129
4 RT11.709 11.709 16763 15.904
5/RT12.569 | 12.569 9366 8.886
6 RT12.840 12.840 6562 6.226
Total 105399 100.000
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