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RESUMO 

LIMA, E. J.C. Inibidores de Desmetilase Lisina-Específica 1 (LSD1) como candidatos a 

agentes antineoplásicos. 2021. 155f. Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo sendo, atualmente, a segunda 

principal causa de morte, perdendo apenas para as doenças cardiovasculares, tornando-se um 

grande desafio para as autoridades de saúde pública. No Brasil são estimados 625000 novos 

casos desta enfermidade para o triênio de 2020-2022. Nesse cenário, vários alvos 

epigenéticos são considerados alternativas no desenvolvimento de inibidores para a terapia 

do câncer devido serem identificados e relacionados com a carcinogênese, incluindo 

modificações no perfil de metilação do DNA e modificações de histonas como a metilação, 

acetilação e fosforilação. Dentre estas modificações, a metilação de histonas é regulada 

reversivelmente por histonas metiltransferases e desmetilases. A enzima desmetilase lisina-

específica 1 (LSD1) foi a primeira histona desmetilase caracterizada e catalisa a remoção 

de grupos metila das lisinas 4 e 9 da histona H3 (H3K4 e H3K9), utilizando o FAD como 

cofator. Superexpressa em vários tumores de alto risco e tendo seus níveis correlacionados 

com a reincidência do tumor durante o tratamento, a LSD1 apresenta papel fundamental na 

tumorgênese. Portanto, tem sido considerado um alvo biológico promissor no 

desenvolvimento de novos fármacos para terapêutica contra o câncer. Sendo assim, neste 

trabalho, a partir de dados de triagem virtual baseado neste alvo biológico, selecionou-se 

um hit, o qual foi utilizado como protótipo para o planejamento de análogos visando 

melhorar as características farmacológicas, pois possuem grupos químicos passíveis das 

mesmas interações com o alvo. Foram sintetizadas 16 moléculas, sendo 7 compostos finais 

inéditos derivados carboxamídicos e 9 derivados sulfonamídicos. Todos os compostos 

foram caracterizados por RMN (1H e 13C), espectrometria de massas de alta resolução, 

espectroscopia de infravermelho, ponto de fusão, polarímetro e a pureza dos compostos foi 

avaliada por CLAE. Os compostos finais foram submetidos ao ensaio enzimático frente à 

LSD1, acoplado a Enzima Horseradish Peroxidase (EHP), mostrando que apenas o 

composto 4g apresentou atividade inibitória de 64% e 57% em 50 μM e 500 μM 

respectivamente. No ensaio de viabilidade celular na linhagem HEL (linhagem leucêmica) 

os 16 compostos (4a- 4g, 5a-5d e 6a-6d) apresentaram-se ativos com valores de CI50 na 

faixa de 5,3 μM a 20,25 μM. Os compostos mais potentes foram os 4e (CI50 = 6,9 μM), 5d 

(CI50 =5,30 μM) e 6a (CI50 =6,61 μM), evidenciando que os compostos possuem elevada 

potência, tornando-se moléculas promissoras em linhagens leucêmicas. Os estudos de 

ancoramento molecular com a LSD1 sugeriram que a mudança de orientação do composto 

4g, permitiu que o grupo benzila da porção benzilamida faça interação com os resíduos 

PHE560 e TYR807 no bolso hidrofóbico, o que possivelmente acarretou um bloqueio na 

entrada da cavidade, permitindo a inibição pelo composto.  

 

Palavras-chave: Câncer; LSD1; Síntese; Ensaio enzimático; Viabilidade celular; 

Ancoramento molecular. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

LIMA, E. J.C. Lysine-Specif Demethylase 1 (LSD1) inhibitors as candidates for 

antineoplastic agents. 2021. 155p. Thesis (PhD degree) - Faculty of Pharmaceutical 

Sciences, University of São Paulo, São Paulo, 2021.  

 

Cancer is one of the leading causes of death in the world and is currently the second leading 

cause of death, second only to cardiovascular disease, making it a major challenge for 

public health authorities. In Brazil, approximately, 625000 new cases of this disease are 

estimated for the 2020-2022 period. In this scenario, several epigentic targets are 

considered alternatives in the development of inhibitors in cancer therapy, since they are 

identified and related to carcinogenesis, including changes in the DNA methylation profile 

and changes in histones such as methylation, acetylation and phosphorylation. Among 

these modifications, histone methylation is reversibly regulated by histones 

methyltransferases and demethylases. Lysine-specific demethylase1 (LSD1) was the first 

histone demethylase characterized and catalyzes the removal of methyl groups from lysines 

4 and 9 of histone H3 (H3K4 and H3K9), using FAD as a cofactor. LSD1 has been found 

to be overexpressed in several high-risk tumors and these levels are correlated with tumor 

recurrence during treatment. Therefore, it has been considered a promising biological target 

in the development of new drugs with therapeutic potential against cancer. Thus, in this 

work, the virtual screening technique based on the biological target was used to discover 

LSD1 interactions, and then based on the hit found, we propose to synthesize compounds 

that have chemical groups susceptible to such interactions, seeking to evaluate the 

enzymatic activity in LSD1 enzyme. Were synthesized 16 molecules, 7 of which are 

unpublished final compound derived from carboxamides and 9 sulfonamide derivatives. 

All compounds were characterized by NMR (1H and 13C), high resolution mass 

spectrometry, infrared spectroscopy, melting point, polarimeter and the purity of the 

compounds was assessed by CLAE. The final compounds were subjected to enzymatic 

assays Against LSD1, coupled with enzime Horseradish Peroxidase (HRP), showing that 

only the 4g compound showed 64% and 57% inhibitory activity in 50 μM and 500 μM 

respectively. In the cell viability assay in the HEL line (Leukemic line) the 16 compounds 

(4a-4g, 5a-5d and 6a-6d) were active with IC 50 values in the range of 5.3 μM to 20.25 

μM. The most potent compounds were 4e (CI50 = 6.9 μM), 5d (CI50 = 5.30 μM) and 6a 

(CI50 = 6.61 μM), showing that the compounds have high potency, becoming promising 

molecules in leukemic lines. Docking studies with LSD1 suggested, that the change in 

orientation of the 4g compound allows the benzyl group of the benzylamide portion to 

interact with the PHE560 and TYR807 residues in the hydrophobic pocket, which possibly 

cause a block in the entrance of the cavity, allowing the inhibition by the compound. Thus, 

the results obtained indicate that the class of compounds described is likely to continue to 

be investigated, both in the search for new LSD1 inhibitory hits based on the structure of 

the 4g compound, how to deepen the studies with 16 compounds of the present work in the 

performance of more specific tests in leukemic cells, in order to unravel the mechanism of 

action and possible targets. 

 

 

Keyworks: Cancer; LSD1; Synthesis; Enzymatic assay; Cell viability; Docking. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 1.1 Câncer 

 

No modelo da oncogênese, o câncer surge a partir de células que sofrem mutações 

ou alterações genéticas capazes de se multiplicar de forma, geralmente, acelerada e 

desordenada, formando uma massa de tecido anormal, com potencial para invadir e se 

multiplicar em tecidos adjacentes e/ou distantes ao seu local de surgimento (ACS, 2020; 

WHO, 2020). O desenvolvimento de tumores secundários em uma parte do corpo que está 

longe do câncer primário original é denominado metástase, característica central da 

malignidade do câncer e responsável pela principal causa de morte para > 90% dos 

pacientes com a doença (FARES et al., 2020). 

As alterações que levam ao câncer podem ser resultado de uma variedade de fatores, 

tanto intrínsecos, como mutações genéticas herdadas ou erros aleatórios na replicação do 

DNA, quanto extrínsecos, como estilo de vida (tabagismo e obesidade), dano e 

instabilidade genética induzida por radiação, substâncias químicas ou por infecção viral e 

o envelhecimento (ACS, 2020; INCA, 2020; FARES et al., 2020; HANAHAN, 

WEINBERG, 2011).  

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) indicam o câncer sendo 

responsável por 9,6 milhões de mortes em 2018 e juntamente com a sua Agência 

Internacional de pesquisa em câncer (IARC, acrônimo de International Agency for 

Research on Cancer) estimam 21,5 milhões o número de novos casos para 2025 podendo 

chegar a 29,5 milhões em 2040 (WHO, 2020).  

No Brasil, segundo o Ministério da Saúde, o câncer é um dos principais problemas 

de saúde pública e já está entre as quatro principais causas de morte prematura (antes dos 

70 anos de idade) (INCA, 2020). 

O Instituto Nacional de Câncer (INCA) estimou que para o triênio 2020-2022, 

haverá ocorrência de aproximadamente 625 mil novos casos de câncer, sendo o de pele do 

tipo não melanoma (177 mil casos novos) o mais incidente na população brasileira, seguido 

pelos tumores de próstata e mama (66 mil cada), cólon e reto (41 mil), pulmão (30 mil) e 

estômago (21 mil) (Figura 1A). Os tipos mais frequentes em homens serão próstata 

(29,2%), cólon e reto (9,1%), pulmão (7,9%), estômago (5,9%) e cavidade oral (5,0%). Nas 

mulheres, os cânceres de mama (29,7%), cólon e reto (9,2%), colo do útero (7,4%), pulmão 

(5,6%) e tireoide (5,4%), à exceção do câncer de pele não melanoma em ambos os sexos, 
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como podemos observar na Figura 1B. O câncer de pele não melanoma representará 27,1% 

e 29,5% de todos os casos de câncer em homens e em mulheres respectivamente (INCA, 

2020). 

Em contrapartida, o Sistema Único de Saúde (SUS) dispõe de estrutura limitada 

para absorver e tratar adequadamente todos esses novos casos. Os gastos do governo com 

assistência oncológica no país aumentaram mais de 100% em 7 anos, passando de R$ 2,1 

bilhões (em 2010) para R$ 4,5 bilhões (em 2017). Esses valores referem-se apenas aos 

gastos diretos aplicados na atenção oncológica que englobam cirurgias, radioterapia e 

quimioterapia (INTERFARMA, 2019; Data-SUS, 2017). 

 

Figura 1.A. Estimativa dos tipos de câncer mais incidentes na população brasileira. B. 

Distribuição proporcional por sexo dos tipos de câncer mais incidentes no Brasil. Ambos 

os dados estimados para 2020-2022 (INCA, 2020). 

 

A. 

 
 

 

B. 
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(triênio 2020-2022) 
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Face ao exposto, o aumento no número de indivíduos acometidos por câncer, 

somados à tendência de envelhecimento da população e os elevados custos da terapia 

antineoplásica, vêm despertando cada vez mais o interesse de pesquisadores nessa área. O 

reflexo da busca de antineoplásicos mais eficazes pode ser observado em dados publicados 

pelo FDA (Food and Drug Administration), que apontam que 41% dos fármacos aprovados 

no primeiro semestre de 2020 foram destinados ao tratamento do câncer (FDA, 2020). Em 

vista das limitações terapêuticas devido à alta toxicidade e baixa seletividade dos fármacos 

utilizados para o tratamento do câncer é necessário a busca por moléculas bioativas, que 

apresentem melhor espectro de ação, eficácia contra tumores resistentes aos fármacos 

disponíveis e, ainda, que melhorem a tolerabilidade ao tratamento (PUSHPAKOM et al., 

2019; ROSNER et al., 2011). 

 

1.2 Epigenética e o câncer 

 

O termo epigenética surgiu na metade do século XX após estudos correlacionando 

bases genéticas e embriológicas. O prefixo epi, do grego por cima, apresenta uma forma 

de herança que se sobrepõe à herança genética com base no DNA (ácido 

desoxirribonucleico, do inglês deoxyribonucleic acid). Epigenética investiga, 

principalmente, os papéis funcionais e hereditários do gene que não são acompanhadas por 

alterações da sequência primária de DNA. Sendo assim, o fenótipo de um organismo pode 

ser alterado mesmo não havendo mutações na sequência gênica, apenas por meio da 

regulação da expressão desses genes (QUAGLIANO et al., 2020; ZHENG et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2010, ESTELLER, 2007). 

As constantes alterações extremas no microambiente celular necessitam de 

mecanismos para adaptação às novas realidades metabólicas e de espaço. Nesse contexto, 

as alterações epigenéticas mostram-se importantes para esse processo, tendo em vista que 

apresentam aspectos importantes como seu potencial de herdabilidade, estabilidade à longo 

prazo e plasticidade. Assim, mecanismos epigenéticos proporcionam meios moleculares 

para reagir às modificações ambientais com mudanças estáveis de expressão gênica 

(BISWAS; HOA, 2018; BHAT et al., 2015, DUPONT et al., 2009).  

Os mecanismos epigenéticos são descritos por uma variedade de processos, 

incluindo metilação do DNA, modificações de histonas e RNAs (ácidos ribonucleicos, do 

inglês ribonucleic acids) não codificantes, como os microRNAs (miRNAs) que são 

mecanismos chaves associados a iniciação do tumor, progressão do câncer e metástase 
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(Figura 2). Estas alteraçãoes funcionam em conjunto para regulação do funcionamento do 

genoma, alterando a dinâmica estrutural da cromatina e, principalmente, regulando sua 

acessibilidade e compactação (QUAGLIANO et al., 2020; BISWAS; HOA, 2018; 

SHARMA et al., 2010, DUPONT et al., 2009). 

 

Figura 2. Mecanismos epigenéticos: metilação do DNA, modificação das histonas e RNA 

não codificante. DNA metiltransferase (DNMT) estão envolvidas na metilação do DNA 

nas ilhas CpG (Citosina/fosfato/Guanina). HMT (Histona metiltranferase) e HDM (Histona 

desmetilase) estão envolvidas na metilação e desmetilação das histonas, HAT (Histona 

acetiltransferase) e HDAC (Histona desacetilase) estão envolvidos na acetilação e 

desacetilação de histonas respectivamente, todas reponsáveis pela remodelação da 

cromatina, ativando e inativando genes. Os microRNAs estão envolvidos no controle pós-

transcrição dos genes.  

 

 

 

 

Adaptado de CHATURVEDI, TYAGI, 2014. 

 

No contexto tumoral, observa-se alterações nos padrões de metilação, podendo 

haver aumento ou diminuição; modificação na configuração das histonas, o que resulta na 

alteração da acessibilidade ao genoma e modificação na expressão de alguns genes, devido 

aos eventos de imprinting genômico; bem como expressão diferencial de microRNAs 

(miRNA). Assim, os mecanismos epigenéticos atuam para a tumorigênese, sendo de 

grande importância para compreender, não apenas as mudanças genéticas, mas também as 

modificações no epigenoma das células tumorais (CHENG et al., 2019; FLAVAHAN et 

al. 2017; ZHENG et al., 2015, SHARMA et al., 2010).  



18 
 

A importância dos processos epigenéticos tem sido fortemente enfatizada pelo 

crescente número de falhas reportadas em estudos relacionados a tumorigênese. Nestas 

observações, as alterações epigenéticas foram identificadas em vários tipos tumorais, entre 

eles, câncer de cólon, endométrio, hepáticos, do sistema nervoso, de mama, esôfago, 

bexiga, pele, leucemias, entre outros (FLAVAHAN et al. 2017, FU et al., 2017; 

HØJFELDT et al., 2013) 

Estudos publicados por FLAVAHAN e colaboradores 2017, descrevem que o 

modelo mecanístico geral para a epigenética do câncer, parte da ideia primordial que a 

genética específica, fatores ambientais e estímulos metabólicos perturbam o equilíbrio 

homeostático da cromatina, fazendo com que ela se torne anormalmente restritiva ou 

permissiva para expressão de genes (FLAVAHAN et al., 2017). Tais estímulos podem 

atuar em uma célula pré-maligna, para promover a iniciação tumoral e/ou em uma célula 

maligna, para acelerara evolução do tumor e adaptação. Este modelo pode explicar diversos 

estímulos oncogênicos cujos efeitos são mediados através dessas alterações da cromatina. 

A ação em conjunto de tais estímulos sugere que as alterações epigenéticas contribuam 

para diversos aspectos da biologia do câncer (CHENG et al., 2019; FLAVAHAN et al., 

2017; HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2000). 

 

1.2.1 Mecanismos epigenéticos e a carcinogênese 

 

A carcinogênese é um processo cumulativo e microevolutivo, no qual há a perda do 

controle do ciclo celular, resultando em capacidade de proliferação descontrolada, fenótipo 

invasivo e, muitas vezes, resistência a uma grande variedade de fármacos citotóxicos. Há, 

portanto, uma coocorrência entre fatores genéticos e epigenéticos no desenvolvimento 

tumoral e isso sugere que a estabilidade genética e epigenética estejam intimamente 

relacionadas (ARISTIZABAL, et al., 2019; PERRI et al., 2017; PISANIC et al., 2016, 

HOLLIDAY R., 1979). 

No mecanismo epigenético, a metilação do DNA ocorre na presença de uma família 

de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMT), as quais catalisam a 

transferência de um grupo metila da S-adenosilmetionina para ao carbono 5 do anel das 

citosinas presentes no DNA formando a 5-metil-desoxicitidina e a S-adenosil 

homocisteína. No processo de carcinogênese o perfil de metilação de células neoplásicas, 

no geral, é marcado por hipometilação ao longo do genoma (gera o crescimento 

desordenado das células pelo favorecimento da transcrição dos proto-oncogeneses) e 
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hipermetilação em regiões promotoras (silenciamento de genes supressores de tumor), 

combinando-se com a presença de um padrão exacerbado de modificação de histonas 

(ARISTIZABAL, et al., 2019; BISWAS; RAO, 2017; HØJFELDT et al., 2013, LODI et 

al., 2012, DE OLIVEIRA et al., 2012, RELTON, 2010). 

A estrutura primária da cromatina e o posicionamento dos nucleossomos são 

específicos de cada tipo celular, e estes fatores influenciam na suscetibilidade de mutação 

do DNA em locais específicos (hotspots), evento relevante para a progressão tumoral 

(ARISTIZABAL, et al., 2019; FERRARO, 2016). 

Um outro mecanismo de modificação epigenética observado no câncer são as 

alterações pós-traducionais das histonas. As histonas são proteínas associadas às moléculas 

de DNA e que determinam o grau de compactação da cromatina, podendo ser metiladas, 

acetiladas, fosforiladas, ubiquitadas e sumoiladas (Figura 3A). A metilação de histonas 

ocorre em resíduos de lisina e arginina, sendo esta modificação catalisada por histonas 

metiltransferases. Um dos eventos característicos é a depleção de histonas com marcas 

repressivas, como a trimetilação da lisina 20 da histona H4 (H4K20me3) ocasionando a 

perda de heterocromatina nessas regiões (Figura 3A). Geralmente, essas alterações nos 

padrões de modificação das histonas foram relatadas em uma variedade de tumores e 

correlacionadas com o estágio do tumor e prognóstico (PARK et al., 2019; HØJFELDT, et 

al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2012; KOUZARIDES, 2007).  

 

Figura 3. Níveis de organização da cromatina. A. Histonas são as principais proteínas que 

compõem o nucleossomo determinando o grau de compactação da cromatina. 

Duas histonas de cada classe (H2A, H2B, H3 e H4) unem-se para dar origem a um 

nucleossoma, em associação com o DNA. B. Alterações pós-traducionais das histonas 

ocorrem por mecanismo de modificação epigenética. 

 

 

Adaptado de Resverlogix.com 

A B 
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Anteriormente acreditava-se que a metilação de histonas seria uma marcação 

epigenética permanente, sendo apenas removida em condições específicas como a 

replicação do DNA. Entretanto, esse entendimento mudou com a demonstração que a 

Desmetilase Lisina-Específica 1 (LSD1) promove a desmetilação das lisinas 4 e 9 da 

histona H3. A metilação de lisinas em histonas, portanto, pode ser regulada dinamicamente 

por meio do recrutamento de metiltransferases e desmetilases, de maneira similar à 

acetilação de histonas. No entanto, a desregulação da acetilação e da metilação em histonas 

leva ao silenciamento de genes supressores de tumor ou a ativação de genes pró-oncogenes 

contribuindo para a progressão do câncer (ARISTIZABAL, et al., 2019; CHEN et al., 2012; 

YANG et al., 2007). 

No que diz respeito aos miRNAs, são curtos (∼22 nucleotídeos), de fita simples e 

são RNAs não codificantes que interagem com proteínas para formar complexos de 

silenciamento induzidos por RNA, no qual regulam mRNAs por meio da degradação ou 

inibição de sua tradução em proteínas (BITETTI et al., 2018). Alguns miRNAs já possuem 

sua capacidade oncogênica bem estabelecida, como o miR-21 para o câncer de mama, 

cervical, glioblastoma e câncer pancreático e o miR-155 para linfomas. Sendo assim, pode-

se sugerir que o perfil de expressão de miRNAs possa ser uma maneira mais precisa de 

classificar tumores, se comparado com o perfil de expressão gênica (ABBA et al., 2017).  

Sendo assim, com o avanço no entendimento dos mecanismos epigenéticos e sua 

relação com o cancêr,  em específico a comprovação que as alterações pós-traducionais das 

histonas são reguladas dinamicamente, a LSD1 vêm demonstrando evidências crescentes 

que a desregulação da sua função possui um impacto significativo sobre a carcinogênese. 

Neste contexto, a LSD1 é considerada alvo promissor para terapia oncológica (RAVASIO 

et al, 2020; SAITO et al., 2019; FU et al., 2017; ZHENG et al., 2015; CHEN et al., 2012). 

 

1.2.2  LSD1 e o câncer 

 

 A Desmetilase Lisina-Específica 1 (LSD1) foi a primeira desmetilase de histona a 

ser identificada. É uma proteína nuclear (852 aminoácidos) da família das amino oxidases 

dependentes de FAD (flavin adenine dinucleotide) que participa da regulação epigenética 

da expressão gênica (SHI et al., 2004).  

A estrutura da LSD1 consiste em 3 domínios maiores: o domínio N-terminal 

SWIRM, o domínio amino oxidase C-terminal (domínio C-terminal AOL) e o domínio 
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torre helicoidal (domínio TOWER), esse indispensável para a atividade catalítica da LSD1 

(Figura 4). A LSD1 requer o co-repressor CoREST, o qual interage com o domínio “torre”, 

para desmetilar as lisinas di- e monometiladas da histona H3 no núcleo (CHEN et al., 

2012).  

 

Figura 4. A. Estrutura cristalográfica da LSD1 complexada com seu cofator FAD. Código 

do PDB (Protein Data Bank: 2HKO). B. Interpretação da estrutura da LSD1. Vermelho: 

FAD; verde: domínio N-terminal SWIRM; azul claro e escuro: domínio amino oxidase C-

terminal (domínio C-terminal AOL) e seus 2 subdomínios; amarelo: domínio torre 

helicoidal (domínio TOWER); cinza: região N-flexível e C-terminal (CHEN et al., 2006). 

 

 

A LSD1 atua desmetilando especificamente as lisinas 4 e 9 di- e monometiladas da 

histona H3 (H3K4 e H3K9) utilizando o FAD como cofator via processo redox 

(HOFFMANN et al., 2012) (Figura 5). Além disso, a capacidade de modular uma ampla 

gama de substratos diferentes de histonas como p53, E2F1, DNMT e vias celulares, faz 

com que a LSD1 tenha um papel crucial em diversos processos biológicos e patológicos 

como o câncer (GANESAN et al., 2019; FU et al., 2017; CHEN et al., 2012; HOFFMANN 

et al., 2012). 

Figura 5. Mecanismo catalítico de LSD. Durante a reacão, cada ciclo catalítico elimina o 

grupo metil e produz uma molécula de formaldeído e H2O2 (peróxido de hidrogênio), 

respectivamente, enquanto consomem O2. O oxigênio molecular é utilizado como aceptor 

de elétrons oxidando o grupo metil. O cofator FAD, ligado à proteína LSD1, é submetido 

a redução de dois eléctrons por oxidação do substrato. A forma oxidada do FAD é 

restaurado pelo oxigênio molecular para gerar peróxido de hidrogênio (ZHEN et al., 2015). 
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Lian e colaboradores descobriram que a LSD1 promove a tumorigênese e prevê 

prognóstico no câncer da vesícula biliar. A mesma foi, ainda, encontrada superexpressa em 

certos tumores de alto risco e esses níveis estão correlacionados com a reincidência do 

tumor durante o tratamento (LIAN et al., 2015; KAHL et al., 2006; METZGER et al., 

2005). A nível celular , a superexpressão de LSD1 no carcinoma da próstata é o suficiente 

para promover a transcrição dependente de Receptor Androgênico (RA) mesmo na 

ausência de androgênios (KAHL et al., 2006) .   

Estudos de Huang e colaboradores demonstraram que o gene p53, responsável pela 

supressão de tumor e ativador da transcrição, é regulado por inúmeras modificações pós - 

traducionais, incluindo a metilação da lisina. Conforme dados deste estudo, a LSD1 

interage com o p53 para reprimir a ativação da transcrição mediada pelo mesmo e inibir o 

seu papel na promoção da apoptose (CHEN et al., 2012; HUANG et al. 2007). 

Além disso, uma nova área na pesquisa do câncer é o estudo das células-tronco 

cancerosas (CSCs) e as implicações translacionais para as supostas terapias epigenéticas 

direcionadas contra elas.  Considerando que a LSD1 desempenha um papel de modulação, 

expressão e proliferação nas células-tronco hematopoiéticas e neuronais normais ela se 

torna um alvo a ser explorado nesse campo (HOSSEINI; MINUCCI et al., 2017). Estudos 

recentes relataram que a mesma está envolvida na regulação de CSCs em diferentes 

leucemias e tumores sólidos. Contudo, os mecanismos precisos que a LSD1 usa para 

mediar seus efeitos sobre o câncer são ainda desconhecidos (KARAKAIDOS et al., 2019). 

 Assim, a LSD1 encontra-se com níveis alterados em vários tipos de câncer e 

apresenta um importante papel na carcinogêse. Portanto, apresenta-se como alvo 

terapêutico promissor  para o tratamento do câncer (TU et al., 2020; GANESAN et al., 

2019, FANG et al. 2019; ZHEN et al., 2015, HOFFMANN et al., 2012). 

 

1.3 Inibidores de LSD1: terapia oncológica  

 

As enzimas desmetilase lisina-específica (LSD1 e LSD2), compartilham o domínio 

amino oxidase com um grande número de famílias oxidases, incluindo as poliamino 

oxidases e monoamino oxidases A e B (MAO-A e MAO-B), estas últimas apresentam 

identidade estrutural de 17,6% com a LSD1 (YE et al., 2014).  

Embora a LSD1 e LSD2 apresentem os domínios SWIRM e amino oxidase, eles 

não são totalmente idênticos. Curiosamente, estudos estruturais de LSD2 em complexos 
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com a NPAC (proteína de múltiplos domínios) demonstraram que a mesma possui dois 

locais de ligação que, juntos, interagem com a cauda da histona 3 e, ao contrário da LSD1, 

a atividade do nucleossomo - desmetilase do LSD2 depende da proteína NPAC. Sendo 

assim, LSD1 e LSD2 são histonas demetilases homólogas com resultados biológicos 

diferentes relacionados ao silenciamento da cromatina e ao alongamento da transcrição, 

respectivamente (MARABELLI et al., 2019; TO et al., 2013).   

Os primeiros inibidores testados frente a LSD1 foram a pargilina, tranilcipromina 

(2-PCPA) e fenelzina os quais são descritos como inibidores irreversíveis (Figura 5). (DAI 

et al., 2020; GANESAN et al. 2019; FU et al., 2017; ZHENG et al., 2015; POLLOCK et 

al., 2012).  

 

Figura 6.  Inibidores de MAO com ação na LSD1. Concentração inibitória máxima (CI50) 

e Ki= Constante de inibição (ZHENG et al., 2015). 
 

 

 

A 2-PCPA liga-se covalentemente com o FAD dentro da cavidade reativa da LSD1 

devido à abertura de seu grupo ciclopropil gerando espécies radicalares que formam uma 

ligação covalente com o cofator FAD (Figura 7). Dessa forma, o mecanismo de inibição 

da LSD-1 pela 2-PCPA é irreversível. No entanto, devido à limitação da sua potência e 

falta de selectividade, este composto ainda permanece em estudo clínico e avaliação no 

tratamento combinado com ATRA ( ácido trans-retinóico) e azacitidina para terapia do 

câncer (DAI et al., 2020; FANG et al., 2019; ZHENG et al., 2015). Sendo assim, há um 

considerável interesse de indústrias farmacêuticas em desenvolver inibidores específicos e 

reversíveis para esse alvo (FANG et al., 2020, FANG et al., 2019; ZHANG et al., 2020; 

HØJFELDT et al., 2013). 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lsd1
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/histones
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/demethylase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chromatin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transcription-elongation
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Figura 7. Mecanismo de inibição da LSD-1 pela tranilcipromina.  

 

 

            Adaptado de ZHENG et. al, 2015. 

Diversos inibidores de LSD1 já foram reportados, entre eles análogos de 2-PCPA, 

peptídeos, hidrazidas, aminotiazoles, feniloxazoles, amidoximas, triazol-ditiocarbamato, 

poliaminas biguanida, tiazol sulfonamidas, bisguanidina e derivados de produtos naturais. 

Estes últimos inibidores podem ser divididos, principalmente, em 4 categorias incluindo 

peptídeos cíclicos, alcalóides de protoberberina, polifenóis e compostos carbonílicos α, β-

insaturados (FANG et al., 2020; ZHEN et al., 2015). Alguns desses inibidores promovem 

inibições com elevada potência, em escala nanomolar. No entanto, apresentaram em 

ensaios clínicos falta de seletividade, baixa biodisponibilidade oral e propriedades 

farmacocinéticas inadequadas (FANG et al., 2020; FU et al., 2017; ZHEN et al 2015, 

SORNA et al.,2013).  

Os inibidores de LSD1 que atualmente estão em avaliação clínica para terapia do 

câncer são 2-PCPA, iadademstat (ORY-1001), GSK-2879552, bomedemstat (IMG-7289), 

INCB059872 (estrutura não revelada), CC-90011, vafidemstat (ORY-2001),  seclidemstat 

(SP-2577) e SP-2509, particularmente para câncer de pulmão de pequenas células (SCLC), 

leucemia mieloíde aguda (AML), tumores sólidos avançados e para Sarcoma de Ewing 

(Figura8) (DAI et al., 2020; SOLDI et al., 2020; FANG et al., 2020; FANG et al., 2019; 

THEISEN et al., 2016). 
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Figura 8. Inibidores de LSD1 em ensaios clínicos. A. inibidores irreversíveis. B. inibidores 

reversíveis. CI50= Concentração inibitória máxima. ND=não descrito. 

 

 

 

Descobertas relacionadas a compostos capazes de inibir de forma reversível a LSD1 

(naturais ou não naturais) ainda são desafiadoras, visto a natureza não-funcional da região 

de ligação do substrato. Contudo, fica evidente a relevância da LSD1 como alvo 

epigenético, visto os resultados da atividade antitumoral, porém a utilização de inibidores 

desta enzima como terapêutica ainda é um obstáculo, mesmo com a evidência do elevado 

potencial que este alvo possui em ser utilizado. Assim, estratégias de planejamento racional 

podem ser propostas para síntese de novas entidades químicas, com objetivo de atingir 

melhores perfis farmacocinéticos e farmacodinâmicos (SOLDI et al., 2020; FANG et al., 

2020; GANESAN et al. 2019; FU et al., 2017; WERMUTH, 2008). 

 

1.4 Planejamento de fármacos 

 

As estratégias de planejamento racional e desenvolvimento de candidatos a 

fármacos fundamentam-se no conhecimento prévio do processo fisiológico envolvido no 

surgimento da doença e na seleção de um alvo macromolecular adequado (SMITH et al., 

2018; BARREIRO; FRAGA, 2015; KHAN et al., 2011; DREWS, 2000).  

Na busca de novos compostos biologicamente ativos, três estratégias principais 

podem ser traçadas: planejamento baseado no ligante (LBDD, Ligand-Based Drug 
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Design), planejamento baseado na estrutura da biomacromolécula alvo (SBDD, Structure-

Based Drug Design) e baseado nos fragmentos moleculares que podem ser novos pontos 

de partida para o desenvolvimento (FBDD, Fragment-Based Drug Design) (LU et al., 

2018; USHA et al., 2017; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2011; SAMS-DODD, 

2007). Estas estratégias podem ser desenvolvidas com auxílio de abordagens e formalismos 

do planejamento racional auxiliado por computador (CADD, Computer-Assisted Drug 

Design) que visam aperfeiçoar o processo de descoberta e obtenção dos compostos ativos 

(figura 9) (LU et al., 2018; PATRICK, 2009b; MOITESSIER, et al., 2008; TANG et al., 

2006). 

 

Figura 9. Abordagem simplificada do planejamento racional de fármacos. 

 

 

 

Neste contexto, o planejamento auxiliado por computador, promove a redução de 

tempo e menores gastos no processo de planejamento desses compostos. Dentre os métodos 

do CADD estão o ancoramento molecular (docking) e a triagem virtual (virtual screening) 

que foram as técnicas abordadas neste trabalho. Ressalta-se, contudo, que em todos os 

casos, as propriedades biológicas devem ser determinadas experimentalmente, sendo 

necessário a utilização de ensaios padronizados e validados com alta qualidade 

(KANCHARLA et al., 2020; SCAPIN et al., 2018; GUIDO et al., 2010). 
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1.4.1 Triagem virtual (virtual screening) 

 

Devido aos avanços tanto em algoritmos e hardwares como na disponibilidade de 

bibliotecas de compostos públicas e privadas, os métodos de triagem virtual foram 

melhorados de forma a permitir a busca e seleção in silico de um número limitado de 

candidatos com potencial atividade frente a um alvo biológico (DE SOUSA et al., 2020; 

FRADERA & BABAOGLU et al., 2017; LEMKE et al., 2008). 

Basicamente, o protocolo experimental da triagem virtual pode ser descrito da 

seguinte forma: (1) Construção dos bancos de dados virtual de compostos; (2) Geração dos 

parâmetros de busca do banco de dados, seja do modelo farmacofórico (triagem virtual 

baseado no ligante) ou das regiões de interação do receptor (triagem virtual baseada na 

estrutura da proteína); (3) Realizar a busca por compostos líderes nos bancos de dados; (4) 

Seleção de hits (compostos que atendem aos parâmetros do modelo) baseada em critérios 

definidos; (5) Validação dos hits via ensaios in vivo/in vivo; (6) Otimização do composto 

líder virtual e experimentalmente para melhorar sua atividade biológica (FRADERA & 

BABAOGLU et al., 2017; LEMKE et al., 2008). 

Portanto, essa abordagem foi utilizada na seleção do protótipo deste projeto, o que 

possibilitou nortear o planejamento estrutural dos análogos propostos.  

 

1.4.2 Ancoramento Molecular (docking) 

 

Ancoramento molecular (docking) é outra abordagem importante no processo de 

identificação de compostos ativos (hits). Esta técnica permite avaliar a 

complementariedade entre determinado alvo molecular e o ligante e, por meio de funções 

de ranqueamento, pontuar os de maior afinidade em relação à biomacromolécula alvo. Este 

método de modelagem molecular consiste na previsão do modo de ligação de uma pequena 

molécula (ligante, inibidor) na região do sítio de interação de um alvo molecular e na 

quantificação, de modo teórico, da afinidade de ligação/interação entre alvo (receptor, 

enzima entre outros) e ligante (PINZI, RASTELLI, 2019; MOITESSIER, et al. 2008; 

KITCHEN et al., 2004). 

O ancoramento molecular considera, em geral, duas etapas de investigação: (i) a 

escolha de um algoritmo que explore de maneira eficaz uma complexa hipersuperfície de 

energia para preverá conformação e a orientação de uma molécula ligante em relação ao 
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sítio de interação da biomacromolécula alvo; (ii) previsão da afinidade de ligação de um 

complexo alvo-ligante, ou seja, o desenvolvimento de um modelo de avaliação da energia 

livre de interação de Gibbs (G) (função scoring), que seja computacionalmente viável, 

para discriminar de forma confiável diferentes modos de ligação do mesmo ligante e/ou 

para determinar entre dois ligantes distintos aquele com maior afinidade de ligação em 

relação ao alvo molecular (PINZI, RASTELLI, 2019; KITCHEN et al., 2004). 

Portanto, o desenvolvimento de estudo de ancoramento molecular neste projeto foi 

relevante para a avaliação de complementaridade entre os compostos inibidores propostos 

e o sítio catalítico de LSD1, permitindo entender e elucidar as interações moleculares que 

contribuiriam à ação dos compostos, além de fornecer subsídios para o planejamento de 

novos e potenciais agentes antitumorais. 

 

1.4.3 Avaliação biológica  

   

 Na avaliação biológica vários ensaios moleculares, celulares e de animais são 

utilizados para definir a atividade e a seletividade do futuro candidato a fármaco. O tipo e 

o número de testes iniciais dependem do objetivo farmacológico buscado. No geral, as 

moléculas também podem ser estudadas para avaliar variedade de outras ações, a fim de 

estabelecer o seu mecanismo de ação e seletividade. Isso tem a vantagem de demonstrar 

efeitos tóxicos inesperados e, em certas ocasiões, revelar uma ação terapêutica não prevista 

anteriormente (KANCHARLA et al., 2020; SCAPIN et al., 2018; HUGLES et al., 2011; 

BARREIRO, 2002). 

 

1.4.3.1 Ensaios bioquímicos enzimáticos de LSD1 

 

Em relação aos ensaios desenvolvidos para análise de compostos avaliados frente a 

LSD1, a análise da cinética reacional no processo de desmetilação é importante tanto para 

entender as características mecanísticas da reação como para o rastreio e análise de 

inibidores de LSD1. Vários ensaios bioquímicos enzimáticos de LSD1 foram 

desenvolvidos in vitro, incluindo a detecção de peróxido de hidrogênio (H2O2) através de 

um ensaio acoplado a peroxidase; detecção de formaldeído através de ensaio de 

formaldeído desidrogenase; medidas radioativas para monitorar alterações em um substrato 

de peptídeo radiomarcado e análise de espectrometria de massa para medir mudanças no 

substrato não marcado (BLAIR et al., 2011; KOKURA, SUN & FANG, 2015). Além disso, 
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alguns ensaios celulares foram adaptados para quantificar os efeitos mediados por LSD1 

na metilação de histona H3K4 usando detecção por anticorpos (SCHMITTS et al., 2014). 

Mattevi e colaboradores (2005) descreveram o uso de ensaios acoplados a Enzima 

Horseradish Peroxidase (EHP) para medir com precisão a atividade de LSD1 com 

substratos de peptídeos na cauda da histona H3 metilados. Esta abordagem utiliza 

metodologias bem estabelecidas que foram aplicadas há décadas no estudo de monoamina 

oxidases. O H2O2 é um produto secundário obrigatório da desmetilação catalisada por 

LSD1 e um substrato para EHP. Na presença de 4-aminoantipirina (4-AP) juntamente com 

3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfonato (DHBS), a EHP reage com o H2O2 e permite a 

formação do cromóforo detectado por fluorimetria em comprimento de onda de 515 nm 

(figura 10A) (FORNERIS et al., 2005). Este é um ensaio relativamente sensível e confiável 

que pode ser feito de forma contínua. Uma versão mais sensível deste ensaio substitui 4-

AP/DHBS por  Amplex red  para gerar resorufina (composto fluorescente) que possui 

emissão da fluorescência detectada a 585 nm (figura 10B) (SCHMITT et al., 2014). 

 

Figura 10. Ensaio de detecção por H2O2 para LSD1. A. Quando um substrato de LSD1é 

desmetilado, o cofator FAD é reduzido a FADH2. O cofator é re-oxidado pelo oxigênio 

molecular para formar H2O2. A EHP usa H2O2 para reagir 4-AP com DHBS e formar o 

cromóforo, detectado em 515 nm. B. Oxidação do Amplex red em resorufina, altamente 

fluorescente usando EHP e H2O2. (FORNERIS et.al, 2005; SCHIMITT et al., 2014). 

               A 

                            
         B   

                       
Adaptado de Hayward and Cole, 2016. 
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 Outro principal produto secundário do mecanismo catalítico de LSD1 é o 

formaldeído. A liberação de formaldeído pode ser monitorada por meio da sua oxidação 

pela formaldeído desidrogenase, onde a formação do cofator FAD é medida por 

espectrofotometria a 340 nm (KOKURA, SUN & FANG, 2015). Tanto os ensaios de EHP, 

como o de formaldeído desidrogenase são de custo relativamente alto e podem ser feitos 

de forma contínua para medir a atividade inibitória de LSD1 em tempo real. Na 

comparação entre os métodos,  a análise de formaldeído desidrogenase é mais complexa 

que a análise por EHP, pois a mudança do Ultra-Violeta (UV) para redução de FAD é 

menos sensível do que a detecção indireta de H2O2  e, portanto, o teste de EHP é tipicamente 

preferido (HAYWARD; COLE, 2016). 

 Sendo assim, utilizamos para avaliação das atividades dos compostos síntetizados 

frente a enzima LSD1, kits disponíveis comercialmentes que baseiam-se na metodologia 

de EHP, pois fornecem informações cinéticas em tempo real, e são particularmentes 

sensíveis para analisar possíveis inativações dependente do tempo, um fenômeno comum 

de inibidores de LSD1(HAYWARD; COLE, 2016).  

 

 

1.5 Plano de trabalho  

 

A primeira etapa do planejamento racional dos inibidores de LSD1 foi realizada 

pelo então Pós-doc. do nosso grupo de pesquisa Vinícius Gonçalves Maltarollo, no qual 

utilizou-se a triagem virtual baseada na estrutura (SBDD) de diversos peptídeos inibidores 

da enzima em questão (TORTORICI et al., 2013). Inicialmente, o estudo publicado por 

Tortorici e colaboradores foi avaliado quanto suas regiões de interações comum da enzima 

e seus inibidores para a construção de um modelo farmacofórico (estruturas cristalográficas 

disponíveis no PDB: 3ZMS, 3ZMT, 3ZMU, 3ZMV, 3ZMZ, 3ZNO, 3ZNL), apresentado 

na FIGURA 12-C. Então, biblioteca virtual de compostos ZINC all purchasable foi 

empregada para a triagem virtual, a qual foi submetida aos seguintes filtros: (i) físico-

químico que selecionou compostos com massa molecular acima de 350 da., logP entre -2,5 

e 4,5, área de superfície polar maior que 100Å2, número de doadores de ligação de H entre 

2 e 5, número de aceitadores de ligação de H entre 2 e 10 e mais do que 1 anel; (ii) 

compostos que se encaixavam tridimensionalmente em  3 a 6 pontos do modelo 

farmacofórico construído; (iii) estudos de ancoramento molecular usando o programa 
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GOLD (Genetic Optimisation for Ligant Docking), gerando 50 poses 

por algoritmo genético e empregando a função de score GoldScore; (iv) estudos mais 

refinados de ancoramento molecular usando o programa GOLD, gerando 100 poses 

por algoritmo genético e empregando as funções de escore GoldScore e ChemScore. Desta 

forma, de 23 milhões de entidades químicas iniciais, 4 compostos foram selecionados para 

ensaios de inibição enzimática (Figura 11). Dentre eles, o composto ZINC09611484 

(Figura 12-A) apresentou melhor atividade inibitória in vitro com concentração inibitória 

(CI50) de 5 µM e maior score (menor energia) nos estudos de ancoramento molecular. 

 

Figura 11. Ilustração da metodologia seguida na triagem virtual baseada na estrutura da 

LSD1.  

 

 

Adaptado do Relatório de MALTAROLLO, 2015. 

 

No estudo de ancoramento molecular (docking) realizado com o composto 

ZINC09611484 foi possível observar as seguintes interações: hidrofóbicas (LEU-659, 

FAD, PHE-538, VAL-333 e MET-332), ligação de hidrogênio com o resíduo ALA 539 - 

doador de ligação de H; e ligação de hidrogênio com os resíduos TYR-761 e ASN-535 - 

aceptores de ligação (PDB ID 3ZMT) (Figura 12-B). Assim, conhecendo-se a 

complementariedade e as interações do composto ZINC09611484 com a enzima LSD1, 

foram propostas séries de compostos nos quais estão presentes grupos químicos passíveis 

de interações nos mesmos pontos, apresentando as mesmas ligações que o protótipo (Figura 

12-D), buscando uma melhor afinidade pelo receptor e, consequentemente, melhoria da 

atividade biológica.  
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Figura 12. A- Composto ZINC09611484. B- Principais interações do composto 

ZINC09611484 com os resíduos de aminoácidos da LSD1(PDB ID 3ZMT; TORTORICI, 

et al., 2013). C- Modelo de interações do receptor com peptídeos sintetizados por Tortorici 

e colaboradores para definição dos parâmetros utilizados como filtro. D- Grupos químicos 

passíveis de interações com a LSD1. 

 

 

 

Adaptado do Relatório de MALTAROLLO, 2015. 

 

A proposta para obtenção dos novos análogos baseou-se em variações de anéis 

heterocíclicos (piperazina, hidantoína e piperidina); heteroaromáticos (indazol e piridina) 

e anéis aromáticos (fenil e benzil) na região do grupamento básico do composto 

ZINC09611484, permitindo avaliar as possíveis ligações de H com o resíduo de ALA 539, 

bem como ausência dessas interações; novos pontos de interações com os ácidos aspárticos 

555 e 556; e pela variação de cadeia carbônica entre as amidas e os grupamentos 

heterocíclicos, heteroaromáticos e aromáticos (Figura 13A).  

Paralelamente à proposta principal do projeto foram sintetizados outros esqueletos 

estruturais derivados sulfonamídicos com variações de aminoácidos apolares (L-valina, L-

leucina e L-triptofano) e variações do grupamento sulfonila (benzeno e 4-

acetaminobenzeno), com intuito de comparar a potência do esqueleto principal (scaffold) 

do projeto (Figura13B).  
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Figura 13. Proposta de modificações moleculares para série de compostos do projeto. A. 

compostos finais. B. Compostos intermediários derivados sulfonamídicos. 

 

 

 

Após a sínteses e caracterização dos compostos propostos foram realizados ensaios 

in vitro de inibição enzimática, com kits obtidos comercialmente que se baseiam na 

metodologia de EHP. Os compostos também foram encaminhados para avaliações em in 

vitro em linhagens leucêmicas. 
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2. OBJETIVOS  

 

Diante da possibilidade do uso da enzima LSD1 como alvo promissor para a busca 

e desenvolvimento de moléculas candidatas ao tratamento do câncer, devido a sua 

relevância comprovada como alvo epigenético frente aos resultados da atividade 

antitumoral e evidenciado o elevado potencial que esta possui em ser utilizada como alvo 

no desenvolvimento de estruturas otimizadas, propôs-se, neste trabalho, a busca por 

inibidores de LSD1 mostrando-se promissora estratégia no planejamento de novas 

moléculas com atividade anticâncer, assim como potenciais moléculas com atividade 

celular em células tumorais (GANESAN et al., 2019; ZHENG et al 2015; SORNA et al., 

2013, CHEN et al., 2012). 

Portanto, este projeto tem como objetivo central, sintetizar e avaliar possíveis 

inibidores da enzima LSD1 e sua atividade em ensaios celulares, considerando os seguintes 

objetivos específicos: 

 

I. Realizar a síntese de candidatos a inibidores de LSD1, considerando 

informações obtidas por meio de triagem virtual baseada na estrutura da LSD1 

previamente construídos e validados; 

 

II. Caracterizar as estruturas obtidas na síntese por técnicas espectroscópicas e 

espectrométricas; 

 

III. Realizar o ensaio in vitro de inibição enzimática frente a LSD1 dos compostos 

sintetizados; 

 

IV. Realizar ensaio in vitro de viabilidade celular em linhagem leucêmica de 

Leucemia Mieloide Aguda (LMA) com os compostos sintetizados; 

 

V. Realizar estudos de ancoramento molecular (docking) para o entendimento dos 

principais resíduos e orientações dos compostos, que norteiam a inibição 

enzimática frente a enzima LSD1. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material  

 

3.1.1 Reagentes, solventes e matérias-primas  

 

Quadro 1. Discriminação dos reagentes, solventes e matérias-primas utilizados no 

desenvolvimento de toda a parte experimental do trabalho. 
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3.1.2 Equipamentos  

 

Quadro 2. Discriminação dos equipamentos e programas utilizados nas etapas sintéticas, 

caracterização das moléculas, ensaio enzimático, ensaio de viabilidade e ancoramento 

molecular. 
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3.2 Métodos 

 

3.2.1 Técnicas gerais de trabalho  

 

Para solventes e reagentes que necessitaram de maior grau de pureza ou retirada de 

água para reações anidras realizou-se procedimentos descritos por Armarego e Chai (2009). 

Solventes com alto grau de pureza (conhecido como grau HPLC- em inglês, High 

Perfomace Liquid Chromatografy) foram utilizados para as análises de cromatografia de 

alta eficiência (CLAE) e a água ultra-pura foi obtida por ultrapurificador Gehaka. Todos 

os eluentes foram desgaseificados em sonicador antes do uso. 

Reações sensíveis a oxigênio e umidade foram realizadas em vidaria anidra 

(submetida a pressão reduzida e aquecimento, seguida de fluxo de nitrogênio -adaptação 

de sistema Schlenk para reações em sistema inerte). Todos os processos sintéticos foram 

monitorados por cromatografia de camada delgada (CCD) para determinação do término 

reacional.  

 

3.2.2 Métodos analíticos  

 

3.2.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 

 

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para monitoramento das 

reações, a qual foi realizada em cromatoplacas de sílica-gel 60 F254nm. A visualização das 

manchas características dos reagentes e produtos formados foram monitorados por 

lâmpada ultra-violeta (UV) (254nm e 365nm), metodologia descrita como não destrutiva, 

ou por imersão em solução reveladora (ninidrina, vanilina e molibdato cérico) e aquecidas 

com soprador térmico até coloração e identificação das manchas (JORK et al., 1994). 

 

• Solução de vanilina: Vanilina (1g), EtOH (45mL), H2O (45mL) e H2SO4 (10 mL). 

• Solução de ninidrina: Ninidrina (0,3g), H3CCOOH (3mL) e EtOH (97mL). 

• Solução de molibdato cérico: Ce(SO4)2 (1,8g), (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O (45g) e 

H2SO4 (30 mL). 
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3.2.2.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

A pureza dos compostos obtidos foi determinada por Cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) (ou do inglês, High performance liquid cromatography – HPLC). As 

análises foram realizadas por dois diferentes aparelhos e métodos. 

 

Método A:  

 

Foi realizado em cromatógrafo líquido LC-10AD (Shimadzu), integrado com 

degaseificador DGU-14A-VP (Shimadzu), controlador SCL-10ª-VP (Shimadzu), sistema 

de dispensação de solventes múltiplo, amostrador automático SIL-10AD-VP (Shimadzu), 

forno de coluna CTO-10AS-VP e detector RF10A-VP (Shimadzu). A separação 

cromatográfica foi realizada em uma coluna Waters (WAT027324, C18 µBondpackTM, 300 

x 3,90 mm).  

Temperatura da coluna: 28 °C 

Solvente:  

Componente A: H2O bidestilada + 0,05% (V/V) ácido trifluoracético (TFA) 

Componente B: ACN + 0,05% (V/V) TFA 

Fluxo: 1,0 mL/ minuto 

Volume de injeção: 25 µL 

Diluição da amostra: 1mg/ mL 

 

Método B:  

 

Foi realizado em cromatógrafo líquido LC-20AT (Shimadzu), integrado com 

degaseificador DGU-20A5 (Shimadzu), controlador CBM-20A (Shimadzu), sistema de 

dispensação de solventes múltiplo, amostrador automático SIL-10AD (Shimadzu) e 

detector UV/VIS SPD-20A (Shimadzu). A separação cromatográfica foi realizada em uma 

coluna Waters (WAT027324, C18 µBondpackTM, 300 x 3,90 mm).  

Temperatura média da coluna: 25 °C 

Solvente:  

Componente A: H2O bidestilada + 0,05% (V/V) ácido trifluoracético (TFA) 

Componente B: ACN + 0,05% (V/V) TFA 

Fluxo: 1,0 mL/ minuto 
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Volume de injeção: 25 µL 

Diluição da amostra: 1mg/ mL 

 

Tabela 1- Gradiente de eluição dos solventes utilizados no Método A e B da análise de 

CLAE. 

 

Tempo (minutos) Componente A (%) Componente B (%) 

0,0 90 10 

4,0 90 10 

29,0 0 100 

31,0 0 100 

31,5 90 10 

40,0 90 10 

 

Detecção: 210 nm, tempo de aquisição: 30 minutos  

Integração: Subtração manual do branco para a mesma série 

Método de cálculo: área em %  

 

3.2.2.3 Ponto de Fusão 

 

 Para obtenção do ponto de fusão dos compostos utilizou-se aparelho de fusão 

capilar Büchi-M565. A análise foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira 5ª Ed 

(p.82-83) (ANVISA, 2010), no qual todos os compostos foram avaliados em triplicata 

estando todos previamente secos e mantidos em dessecador com sílica gel por no mínimo 

24h. 

Inicialmente realizou-se uma varredura entre a faixa de 50-300 °C, com elevação 

da temperatura de 20 °C/minuto para assim determinar o intervalo aproximado de fusão de 

cada composto. Prosseguiu-se com a mensuração da triplicata, e para isso iniciou-se a 

varredura com variação de 5 °C do ponto de fusão pressuposto (abaixo e acima), elevando-

se a temperatura de 1 °C/minuto, até verificar a completa fusão. Assim, evidenciado o total 

desaparecimento da forma sólida, foi determinado o ponto de fusão da substância 

realizando-se a média da triplicata. 

O aparelho de ponto de fusão foi gentilmente cedido pelo Laboratório de 

Planejamento e Síntese de Substâncias Bioativas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

da Universidade de São Paulo (FCF-USP). 
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3.2.2.4 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

A caracterização dos compostos obtidos foi realizada por espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H) e de carbono 13 (RMN 13C), sendo 

registrados em 300 MHz e 75 MHz respectivamente, utilizando aparelho Bruker 

ADVANCE DPX-300. A análise foi realizada nas dependências da FCF-USP, no 

Laboratório Multiusuário de RMN do Departamento de Farmácia da instituição, com 

auxílio da responsável técnica Maria Inês de Almeida Gonçalves e a especialista de 

laboratório Dra. Mônica Zannini. Para alguns compostos, a espectroscopia de RMN foi 

realizada em um aparelho Unity Mercury Plus 400 NMR spectrometer (Varian®), 

utilizando 400 MHz para RMN 1H e 100 MHz para RMN 13C ou ou Agilent 600-MR, 

utilizando 600 MHz para RMN 1H e 151 MHz para RMN 13C, durante o estágio no exterior, 

pela técnica Claudia Thier, do Insitut für Pharmazeutische und Medizinische Chemie – 

WWU Münster. 

Os deslocamentos químicos (δ) estão expressos em partes por milhão (ppm) e foram 

calibrados de acordo com o solvente deuterado utilizado (quadro 3), exceto quando citado 

foi utilizado o padrão interno TMS (0 ppm). 

As abreviações usadas para a multiplicidade do pico são: singleto (s), singleto largo 

(sl), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), triplo dupleto (td), quarteto (q) e multipleto 

(m) e a constante de acoplamento (J) é dada em Hertz (Hz). Para consulta dos sinais de 

possíveis interferência de solventes nas análises de RMN utilizou o trabalho de FULMER 

e colaboradores, 2010. 

Todos os espectros foram analisados com o programa MestReNova versão ≥ 7.1.1 

(MestReLab Research Software, Universidade de Santiago de Compostela, Departamento 

de Química Orgânica, Espanha). 

 

Quadro 3. Deslocamento dos solventes deuterados utilizados. 

 

 

 

 

 

Solventes 

deuterados 

RMN 1H (ppm) RMN 13C (ppm) H2O (resídual) (ppm) 

DMSO-d6 2,51 39,5 3,30 

CDCl3 7,26 77,16 1,56 

D2O 4,79 _ _ 
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3.2.2.5 Espectroscopia de Infravermelho (IV) 

 

Para realização da espectroscopia de infravermelho (IV) dos compostos, utilizou-

se o espectrofotômetro de IV por transformada de Fourier, modelo IRAffinity-1, da marca 

SHIMADZU. As análises foram realizadas nas dependências da FCF-USP, na Central 

Analítica do Departamento de Farmácia da instituição, com auxílio do responsável técnico 

Charles de Lima Brito. 

A região do espectro eletromagnético de maior interesse para esta técnica encontra-

se entre 4000 a 500 cm-1. Empregou-se a técnica de contato de refletância total atenuada 

(ATR), que pode ser utilizada tanto para sólidos quanto para líquidos – no caso do presente 

trabalho, apenas sólidos foram submetidos à análise. A quantidade de amostra necessária 

para fazer a análise é de no mínimo 2 mg (PAIVA, 2006). 

Antes de se iniciar as varreduras de espectro dos produtos intermediários 

sintetizados, foi realizada a varredura do background, empregando apenas o ar ambiente. 

Isto serve como branco visando eliminar interferências advindas do ambiente em que se 

realiza a análise, como presença de umidade (H2O) e gás carbônico (CO2) (HAACK, 2010). 

Contudo, é sabido que a técnica de ATR apresenta a dificuldade acerca da pressão 

exercida sobre a amostra a ser analisada, de forma que a área de contato entre a mesma e o 

cristal varia. Assim sendo, o equipamento empregado realiza 19 leituras, forcendo os 

resultados médios (PAIVA, 2006) 

 

3.2.2.6 Espectrometria de Massas de Alta Resolução 

 

As determinações das massas em alta resolução foram feitas por infusão direta em 

um espectrômetro de massas equipado com um analisador microTOFII-ESI-Q-TOF 

(Bruker Daltonics), empregando uma bomba de infusão (Kd Scientific) com fluxo de 300 

uL/min. A voltagem do capilar e do cone foram de 3500 V e 500 V, respectivamente, em 

modo positivo ou negativo de ionização, com temperatura do gás de secagem (N2) de 180 

°C, vazão de 4 L/min, 0,4 bar de pressão. Para a fragmentação foi usada uma rampa de 

energia variando de 5 a 50 eV. Para calibração interna, foi usada uma solução de ácido 

trifluoroacético sódico, na concentração de 10 mg/mL. Os dados foram adquiridos e 

analisados usando o software Data Analysis 4.1 (Bruker). As análises foram realizadas nas 

dependências da FCFRP-USP (Ribeirão-Preto), pelo pós-doutorando Rodrigo Moreira da 
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Silva, na Central de Espectrometria de Massas de Micromoléculas orgânicas, coordenado 

pelo Prof. Dr. Noberto Peporine Lopes. 

 

3.2.2.7 Polarímetro   

  

As rotações ópticas ([α] D20) foram medidas em polarímetro digital da marca Anton 

Paar MCP 200 sucromat a 589 nm (Linha D de uma lâmpada de sódio), temperatura de 20 

°C usando célula para amostra com V=11 mL (c= 0,1). As análises foram realizadas nas 

dependências da FCF-USP, no Laboratório de Compostos Heterocíclicos do Prof. Dr. 

Helio Alexandre Stefani. 

 

3.2.3 Métodos sintéticos  

 

A síntese dos compostos propostos foi realizada nas dependências da FCF-USP, no 

Laboratório de Integração entre Técnicas Experimentais e Computacionais (LITEC) e no 

labóratorio de síntese do Insitut für Pharmazeutische und Medizinische Chemie – WWU 

Münster.  

 

3.2.3.1 Descrição sintética geral  

 

 Conforme o esquema 1, a proposta sintética geral deste projeto partiu da sulfonação 

da 2-(1H)-quinolinona (1) (etapa i) para  formar o cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-

6-sulfonila (2), seguindo de reação de substituição nucleofílica entre o cloreto de sulfonila  

e a amina do aminoácido L-fenilalanina, para obtenção do (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanóico (3) (etapa ii). Após está etapa, reagiu-se o 

ácido carboxílico do intermediário sulfonamidíco (3) com as aminas heterocíclicas 

(piperazina, hidantoína e piperidina), heteroaromáticas (indazol e piridina) e aminas 

aromáticas (fenil e benzil), dando origem aos compostos finais derivados dos anéis: 

piperazínico (4a), hidantoínico (4b), piperidínico (4c), indazólico (4d), piridínico (4e), 

fenolíco (4f) e benzílico (4g). As reações de substituição nucleofílica, foram realizadas via 

agente condensante 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (UGWU et al., 

2017; SILVA et al. 2017; ORTIZ- MEOZ et al., 2015). 
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Esquema 1. Esquema geral das sínteses dos compostos finais. 

 

 

Condições reacionais: (i) 2-(1H)-quinolinona (1) (1,30 g, 8,96 mmol), ácido clorossulfônico, (3,90 

mL, 58,7mmol), 90 °C, 3 h. (ii) Cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) (0,213g, 0,87 

mmol), L-fenilalanina (0,144g, 0,87mmol), Na2CO3  (0,016g, 0,15mmol), ), H2O (10 mL), -5°C por 

1h, T ºC amb., overnight. (iii) (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanóico (3) (0,144g, 0,386 mmol, 1eq.), EDC.HCl (0,092g, 0,479 mmol), HOBt (0,065g, 0,481 

mmol), DIPEA (0,06g, 0,464mmol, 80,9 μL), DMF (10 mL), aminas derivadas (1,2 eq.), 24 h, atm 

de N2, T ºC amb. (i) ORTIZ- MEOZ et al., 2015 (ii) UGWU et al., 2017. (iii) SILVA et al. 2017. 
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3.2.3.1.1 Síntese do 2-(1H)-quinolinona (1) 

 

A síntese do 2-(1H)-quinolinona foi realizada utilizando como base a metodologia 

descrita por Xie e colaboradores (2017) conforme esquema abaixo (esquema 2):   

 

Esquema 2. Esquema de síntese do composto 1 

 

Condições reacionais: i. Quinolina (3g, 23 mmol, 1eq.), ácido acético (12 mL), H2O2 (35% em 

água, 3,5 g, 34,5 mmol, 1,5 eq.), 70 °C, 24h. ii.  H2O (235 mL), MsCl (4,76g, 41,86 mmol, 1,82 

eq.), T ºC amb., 30 minutos. 

 

Para a síntese do 2-(1H)-quinolinone (1) foi utilizado balão unitubular de fundo 

redondo (250 mL), no qual adicionou-se 2,42 mL de peróxido de hidrogênio em mistura 

de 3g de quinolina e 12 mL de ácido acético. A reação foi mantida sob agitação por 24h a 

70 °C.  Em seguida o ácido acético foi removido em rota-evaporado sob vácuo à 60 °C.  O 

N-óxido-quinolina formado foi resfriado até temperatura ambiente e adicionados 235 mL 

de água. Em seguida foi adicionado lentamente, cloreto de metanossulfonila (MsCl) e 

agitado por 30 minutos até completa formação de um precipitado branco. O produto foi 

filtrado a pressão reduzida e lavado com 5 mL de acetato de etila. O consumo dos reagentes 

e possível formação dos produtos foram observados por CCD, utilizando como fase móvel 

acetato de etila : hexano (2:1), revelado em ninidrina e/ou lâmpada U.V. O precipitado 

obtido permaneceu em dessecador com cloreto de cálcio anidro por 24h horas, sendo 

posteriormente submetido a análises de RMN de 1H e 13C. 

 

3.2.3.1.2 Síntese do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) 

 

A síntese do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) foi realizada 

utilizando a metodologia descrita por Ortiz-Meoz e colaboradores (2015) conforme o 

esquema 3. 
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Esquema 3. Esquema de síntese do composto 2 

 

Condições reacionais: i. 2-(1H)-quinolinona (1,30 g, 8,96 mmol, 1 eq.), ácido clorossulfônico, (3,90 

mL, 58,7mmol, 6,5 eq.), 90 °C, 3 h. 

 

Realizou-se a síntese do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila em 

balão unitubular de fundo redondo (50 mL), utilizando 1,3g de 2-(1H)-quinolinona em 3,9 

mL de ácido clorossulfônico. A reação foi agitada à 90 °C por 3h. A mistura reacional foi 

resfriada à temperatura ambiente e em seguida foram adicionados cuidadosamente 50 mL 

de gelo picado levando a formação do precipitado. O produto foi filtrado a pressão reduzida 

e lavado com pequenas porções de água gelada. A formação do produto foi observada por 

CCD, em fase móvel acetato de etila : hexano (2:1) revelado em lâmpada U.V. Obteve-se 

um sólido levemente marrom que permaneceu em dessecador com cloreto de cálcio anidro 

por 24h horas, sendo posteriormente submetido a análises de RMN de 1H e 13C. 

 

3.2.3.1.3 Síntese do (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propa- 

nóico (3) 

 

 A síntese do (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanóico (3), intermediário comum aos compostos planejados, foi realizada utilizando 

como base a metodologia descrita por Ugwu e colaboradores (2017) conforme esquema 4 

abaixo.  

 

 

 

 

 

 

 



46 
 

Esquema 4. Esquema de síntese do composto 3 

 

 

Condições reacionais: i. Cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) (0,213g, 0,87 

mmol), L-fenilalanina (0,144g, 0,87mmol), Na2CO3  (0,016g, 0,15mmol), H2O (10 mL), -5°C por 

1h, T ºC amb., overnight. 

 

 

Para a síntese do intermediário 3 foi utilizado balão unitubular de fundo redondo 

(50 mL), no qual adicionou-se solução aquosa de Na2CO3 (0,016g/10 mL, 0,015M) e em 

seguida, sob agitação a temperatura ambiente, adicionou-se 0,144g de L-fenilalanina 

aguardando sua completa solubilização. A mistura reacional foi resfriada a -5ºC e 0,213g 

de cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) foi adicionado cuidadosamente 

dividido em 4 porções durante 1hora. A reação seguiu-se em T ºC ambiente e agitação 

overnight. O consumo dos reagentes e possíveis formações dos produtos foram observados 

por CCD, utilizando como fase móvel acetato de etila : hexano (2:1), revelado em ninidrina 

e/ou lâmpada U.V. Após o término da reação, o balão foi colocado em banho de gelo, e 

com agitação contínua foi acidificado com ácido clorídrico até pH 1. Após a acidificação, 

observou-se a formação de precipitado que foi filtrado sob pressão reduzida em bomba de 

vácuo. Em seguida, o sólido foi lavado com água destilada gelada. O precipitado branco 

obtido permaneceu em dessecador com cloreto de cálcio anidro por 24h horas, sendo 

submetido a todas as análises de caracterização e pureza já citadas anteriormente. 

 

3.2.3.1.4 Síntese dos compostos finais: compostos 4a-g 

 

Os compostos propostos, derivados carboxamídicos (4a-g), foram sintetizados 

utilizando metodologias descritas por Silva e colaboradores (2017) conforme o esquema 5 

abaixo. 
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Esquema 5: Esquema de síntese dos compostos 4a-g. 

 

Condições reacionais: i. (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanóico (3) (0,144g, 0,386 mmol, 1eq.), EDC.HCl (0,092g, 0,479 mmol), HOBt (0,065g, 0,481 

mmol), DIPEA (0,06g, 0,464mmol, 80,9 μL), DMF (10 mL), aminas derivadas (1,2 eq.), 24h, 

atmosfera de N2, T ºC amb. 
 

Para a síntese dos compostos 4a-g foi utilizado o sistema schlenk, totalmente anidro 

em atmosfera de nitrogênio. Em 10 mL de DMF anidro, foi adicionado 0,144g do (S)-ácido 

3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) propanóico (3) sob agitação. A 

mistura reacional foi resfriada a 0 ºC e em seguida adicionados 0,092g de EDC.HCl, 0,065g 

de HOBt e 80,9 μL de DIPEA permanecendo em agitação por 50 minutos. Logo após esse 

tempo, mantendo-se a temperatura a 0 ºC adicionou-se 1,2 equivalente da amina 

correspondente. A mistura reacional foi agitada 24h em T ºC ambiente. A formação dos 

produtos foi observada por CCD, utilizando como fase móvel diclorometano : metanol 

(9:1), revelado em molibdato cérico e/ou lâmpada U.V. Ao fim da reação a mesma foi 

diluída com 5 mL de água e 5 mL de solução aquosa saturada de LiCl 5% e extraída com 

30 mL de acetato de etila em 2 lavagens. Em seguida a fase orgânica foi lavada com solução 

saturada de cloreto de sódio (NaCl) e seca com sulfato de sódio anidro (Na2SO4). A fase 

orgânica foi rota-evaporada sob pressão reduzida à 50 °C, obtendo-se o produto bruto, do 

qual foram removidos os resíduos de solvente em bomba de alto vácuo por 24h. Ao mesmo 
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foi adicionado acetonitrila ocorrendo a precipitação dos compostos finais. Os produtos 

sólidos obtidos foram isolados e submetidos a recristalização com acetonitrila e/ou acetato 

de etila. Os compostos finais foram isolados e secos em bomba de alto vácuo por 24h. Em 

seguida foram submetidos a todas as análises de caracterização completa e pureza já citadas 

anteriormente. 

 

3.2.3.1.5 Síntese de derivados sulfonamídicos: compostos 5a-d e 6a-d 

 

Os compostos derivados sulfonamídicos (5a-d e 6a-d) foram sintetizados usando 

como base a metodologia descrita por Schröder e colaboradores (2001), conforme esquema 

abaixo (esquema 6): 

 

Esquema 6. Esquema de síntese dos compostos 5a-d e 6a-d. 

 

Condições reacionais: (i) L-aminoácidos (12 mmol), cloretos de sulfonila (10 mmol), 20 mL de sol. 

de K2CO3 (1,1M), refluxo por 1h. 

 

Para a síntese dos compostos 5a-d e 6a-d foi utilizado balão unitubular de fundo 

redondo (50 mL) adaptado a condensador de refluxo, no qual adicionou-se solução aquosa 

de K2CO3 (3,04g/20 mL, 1,1M) e em seguida, sob agitação a temperatura ambiente, 

adicionou-se o respectivo L-aminoácido (12mmol). Prosseguiu-se com a adição de 1,8g de 

cloreto de sulfonila (10mmol) lentamente, sobre a solução. A reação foi submetida a 
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refluxo e agitada vigorosamente durante 1 hora. O consumo dos reagentes e possíveis 

formações dos produtos foram observados por CCD, utilizando como fase móvel 

clorofórmio: metanol (2:1), revelado em ninidrina e/ou lâmpada U.V. Após o término da 

reação, o balão foi colocado em banho de gelo, com agitação contínua e foi acidificado 

com ácido clorídrico até pH 1. Após a acidificação, observou-se a formação de precipitado 

que foi filtrado sob pressão reduzida. Em seguida, o sólido foi lavado com água destilada 

gelada. O precipitado obtido permaneceu em dessecador com cloreto de cálcio anidro por 

24h horas. Os mesmos foram posteriormente submetidos a análises de caracterização 

completa e pureza citadas anteriormente. 

 

 

3.2.4 Método biológico  

 

3.2.4.1 Ensaio enzimático  

 

 Foram seguidos os protocolos do Kit de ensaio fluorescente “LSD1 (KDM1A) 

Fluorescent Assay Kit (BPS Biosciense # 50106)” para medir a atividade da enzima LSD1. 

O ensaio baseia-se na análise indireta de H2O2 produzido durante a reação de desmetilação 

mediada por LSD1 (figura9). 

  Inicialmente, preparou-se uma mistura do peptídeo metilado (2μM em 5 μL de 

água) e tampão de ensaio LSD1(15 μL) que foram adicionados em cada placa preta de 96 

poços. Diferentes diluições dos compostos foram adicionadas a mistura e incubados com a 

enzima LSD1(15 ng/ μL) por 30 minutos em temperatura ambiente. Após a incubação, a 

mistura de 10 mM Amplex Red e 10 U/ mL de peroxidase foram adicionados aos poços e 

a placa incubada em temperatura ambiente por mais 5 minutos.  O sinal de fluorescência 

foi detectado em comprimentos de onda de excitação e emissão λex=530 nm e λem=590 nm, 

respectivamente, com o leitor de microplacas Synergy H1 Bio-Tek. Os dados brutos foram 

coletados e analisados com o programa GraphPad Prism. Os resultados foram realizados 

em duplicata e expressos como unidades de fluorescência relativa (Relative Fuorescence 

Unit – RFU) e comparados com 100% da atividade enzimática (LSD1 + substrato sem 

inibidor). O valor do branco foi subtraído de todas as medidas e como controle positivo foi 

utilizado o inibidor GSK2879552.  
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As análises foram realizadas na KOÇ university em Istambu- Turquia, pela pós-

doutoranda Ipek Bulut, no Research Center for Translational Medicine (KUTTAM), 

coordenada pela Profª. Drª. Ceyda Açilan Ayhan. 

 

3.2.4.2 Ensaio de viabilidade celular  

 

             A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio in vitro de biorredução do MTT 

(brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazólio) (SCHERLIEβ, 2011; AZIZ, 

2006; CARMICHAEL et al., 1987; PARK et al., 1987; MOSMANN, 1983). 

Os compostos planejados, inicialmente diluídos em DMSO a uma concentração de 

10 mM, foram preparados em soluções-estoque com concentrações sucessivas (0,0032; 

0,016; 0,08; 0,4; 2; 10 e 50 μM) em meio de cultivo celular RPMI 1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino e 1% de solução de antibióticos (penicilina e estreptomicina). 

Para a correta condução dos ensaios e confiabilidade dos resultados, a concentração final 

de DMSO foi de 0.5%, visto que é de amplo conhecimento o potencial citotóxico do mesmo 

em concentrações maiores que 2% (PICOLI et al., 2015; GALMES et al., 2007). 

Ressaltamos que nenhum composto apresentou problemas de solubilidade durante a 

condução dos ensaios.  

  A linhagem celular de leucemia mielóide aguda (LMA) do tipo HEL (Human 

Erythroleukaemia Cell Line) foi plaqueada 4 x 104 células por poço (200 μL de meio) em 

placas de 96 poços (2 x 105 células/ml). Em seguida, as substâncias foram adicionadas em 

concentrações que variaram de 0.0032 a 50 μM nos poços - cada concentração em 

duplicata. As placas foram incubadas em estufa com CO2 5% e 37 °C por 72 horas. A 

doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e o dimetilsulfóxido (DMSO) como 

controle negativo. Após o período de tratamento, foi adicionado a cada poço 10 μL da 

solução de MTT (0,5 mg/mL). As placas foram incubadas por mais três horas e o 

precipitado de formazan foi dissolvido em 90 μL da solução de ácido clorídrico e 

isopropanol, e a absorbância foi medida a 570 nm. Os dados foram analisados usando o 

programa GraphPad Prism v.7.0 e a porcentagem de inibição do crescimento celular 

medida em relação ao controle negativo. Foram realizados três ensaios independentes, 

obtendo dados de CI50 (concentração inibitória média), IC 95% (intervalo de confiança de 

95%) e R2 (coeficiente de determinação).  
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 Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratório de Farmacologia 

Marinha no Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP), 

pela doutoranda Luciana C. Furtado, coordenados pela Profa. Dra. Letícia V. Costa Lotufo 

e Prof. Dr. João Agostinho Machado Neto.  

 

3.2.5 Métodos in sílico 

 

3.2.5.1 Ancoramento Molecular (docking)       

 

             A primeira etapa realizada foi o desenho e determinação da protonação dos  

compostos analisados em pH do meio fisiológico, utilizando o programa MarvinSketch 

(https://www.chemaxon.com/download/marvin-suite/#mbeans). Após esta etapa, as cargas 

foram calculadas no programa Chimera 1.12 utilizando o campo de força Amber ff14SB 

(AM1-BCC) (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera). O programa Spartan’14 foi utilizado para 

minimização das estruturas, utilizando o campo de força MMFF (Merk Molecular force 

Field) (Halgren, 1996).   

 Para determinar o método mais adequado para as simulações de ancoramento 

entre os compostos e a proteína alvo- LSD1, foi empregado a metodologia de redocking a 

partir da estrutura cristalografada da enzima LSD1 de humanos e seu ligante peptídico 

PRSFLV co-cristalizado, retirados do banco de dados de proteínas (pdb: 3ZMT) (Protein 

Data Bank- PDB) e preparados na plataforma SYBYL X 2.1 (para Windows). Antes do 

ancoramento, ligantes e moléculas de água foram removidas da cavidade de ligação; os 

átomos de hidrogênio foram adicionados na geometria padrão e o FAD+ (cofator) foi 

mantido na estrutura da enzima LSD1. 

No redocking do peptídeo PRSFLV foram testadas todas as funções de 

ranqueamento presentes no programa GOLD, versão CCDC Software Ltd. (ASP, 

ChemPLP, GoldScore e ChemScore), que utiliza-se de algoritmo genético (algoritmo de 

otimização e busca), baseando-se em mecanismo evolutivo.  

Assim, variou-se o átomo centroide e o tamanho do raio do sítio de interação. Sendo 

o método escolhido aquele que apresentou a melhor relação, entre os valores de ChemPLP, 

o valor da raiz do desvio quadrático médio (RMSD) e a análise visual, levando em 

consideração o peptídeo PRSFLV docado e a estrutura cristalografada na enzima.  

https://www.chemaxon.com/download/marvin-suite/#mbeans
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
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A validação do método foi realizada pela obtenção de 100 poses, as quais foram 

visualizadas pelo programa PyMOL 2.0  e avaliadas pela relação entre a obtenção do maior 

valor de ChemPLP, o menor valor do RMSD e a maior pontuação dada com a análise visual 

realizada conforme o quadro 4.   

 

Quadro 4. Pontuação da análise visual dos ancoramentos baseados na estrutura do 

peptídeo PRSFLV encontrada no cristal da enzima LSD1 (3ZMT). 

 

 

 

 

 Procedeu-se o ancoramento das estruturas dos compostos 4g e protótipo 

ZINC0961148410 considerando-se 50 poses na estrutura cristalografada (pdb: 3ZMT). 

Utilizou-se o método selecionado pelo redocking, sendo este: função de escore ChemPLP, 

RMSD e avaliação visual; carbono aromático (CZ- Phe538) como centro do sítio e raio de 

14 Å a partir do centroide. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Síntese e caracterização dos compostos planejados  

 

            No total foram obtidos 18 compostos, divididos em 2-(1H)-quinolinona (1), cloreto 

de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2), (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidro- 

quinolina-6-sulfonamida) propanóico (3), 7 compostos finais derivados carboxamídicos 

(4a-4g) e 8 derivados sulfonamídicos (5a-5d e 6a-6d). Os compostos derivados 

carboxamídicos e sulfonamídicos foram caracterizados por ponto de fusão, ressonância 

magnética nuclear, espectrometria de massas de alta resolução, espectroscopia de 

infravermelho, polarímetro e a determinação de pureza foi realizada por CLAE. 
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4.1.1 Síntese e caracterização do composto 2-(1H)-quinolinona (1) 

 

O composto 1, derivado da quinolina, teve sua síntese realizada com base na 

metodologia de química verde, descrita por Xie e colaboradores (2017) (Figura 14). A 

reação constitui em um processo sequencial one-pot envolvendo oxidação in situ da 

quinolina, seguida por adição regiosseletiva da água em uma hidroxilação, obtendo-se o 

composto em questão.  

 

Figura 14. Síntese do composto 1 

 

 Segundo Xie e colaboradores (2017), para o mecanismo reacional de obtenção do 

composto 1, a formação de N-óxido de quinolina desempenha um papel crucial para 

obtenção do composto e foi proposto conforme o esquema 7.  Primeiramente, a quinolina 

foi oxidada pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) gerando o N-óxido de quinolina, seguido 

da ativação pelo cloreto de metanossulfonil para gerar uma ligação O-S e o intermediário 

A. Então, o carbono-2 do intermediário A foi atacado pela água formando o intermediário 

B, que restabeleceu a aromaticidade para proporcionar a formação da 2-(1H)-quinolinona 

(1).  

Esquema 7. Proposta de mecanismo para o composto 1. 

 

Fonte: Adaptada de Xie et al. 2017. 

 

A metodologia utilizada para a síntese do composto 1 apresentou-se eficaz, com 

rendimento de 88%. Obteve-se como produto um sólido branco, com faixa de fusão = 196-

197 °C, semelhante aos valores de referência (Ref: sólido branco, p.f. 198-199°C), o qual 

foi analisado por RMN 1H e RMN 13C, tendo os sinais detalhados nos espectros 

apresentados nas figuras 15 e 16. 
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O espectro de RMN 1H apresentou os sinais correspondentes à formação do 

composto 1. Nele é possível observar os sinais relacionados ao hidrogênio amidíco 

(C=ONH) em 11,70 ppm (singleto); o dupleto do hidrogênio do carbono-β  à carbonila em 

7,87 ppm  e o dubleto do hidrogênio do carbono-α em 6,47 ppm, ambos com constante de 

acoplamento J= 9,5 Hz e os 4 hidrogênios do anel aromático em 7.63 ppm com constante 

de acoplamento J= 7,6 Hz (dubleto), 7.52 ppm – 7.40 ppm (multipleto), 7.28 ppm com 

constante de acoplamento J= 7,6 Hz (dubleto) e 7.19 ppm – 7.08 ppm (multipleto). 

 

Figura 15. Espectro de RMN 1H do 2-(1H)-quinolinona (1) 

 

 

RMN 1H (DMSO-d6, 400 MHz)  

 

 No espectro de RMN 13C, identificou-se o composto 1 pela presença do carbono 

carbonílico da amida em 165,00 ppm, pelos sinais em 124,82 ppm e 143,30 ppm referentes 

aos carbonos α e β à carbonila, respectivamente e aos demais sinais 141,96 ppm, 133,42 

ppm, 130,95 ppm, 124,99 ppm, 122,18 ppm, 118,20 ppm referentes aos carbonos do anel 

aromático presente, confirmando a formação do produto. Todas as atribuições foram 

compatíveis com o estudo anteriormente publicado por Xie e colaboradores (2017). 
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Figura 16. Espectro de RMN 13C do 2-(1H)-quinolinona (1) 

 

RMN 13C (DMSO-d6, 100 MHz) 

 

 

4.1.2 Síntese e caracterização do composto cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonila (2) 

 A reação para obtenção do composto 2 foi realizada com base na metodologia de 

Ortiz-Meoz e colaboradores (2015) (Figura 17).  Nesta reação de sulfonação, o ácido 

clorossulfônico sofre dimerização para gerar o reagente eletrofílico usado para reagir com 

o composto 1 numa substituição eletrofílica formando o composto 2. 
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Figura 17. Síntese de composto 2 

 

 Neste mecanismo de formação do composto 2, a ligação π do anel aromático reage 

com o átomo de enxofre eletrofílico do anidrido clorossulfônico. A ligação π envolvida na 

reação leva a obtenção do composto com o cloreto de sulfonila na posição para em relação 

a amida já existente no anel. O grupo amida é um grupo ativador orto-para dirigente (em 

vermelho no esquema 8). Conforme os elétrons π do anel reagem com o átomo de enxofre, 

a ligação π (S=O) se rompe para gerar uma carga formal no átomo de oxigênio. O carbono 

não reagente da ligação π do anel aromático assume uma carga formal de +1. Os elétrons 

no oxigênio carregado negativamente, então retornam para formar novamente a ligação π 

(S=O) eliminando bissulfato. Ao mesmo tempo, um átomo de hidrogênio do anel cede seus 

elétrons para restituir a ligação π, restaurando a aromaticidade, tendo como subproduto 

reacional o ácido sulfúrico (esquema 8) (CLAYDEN, GREEVS, WARREN, 2012).  

 

Esquema 8. Mecanismo de sulfonação para formar o composto 2 

 

Fonte: Mecanismo de reação adaptada de CLAYDEN, GREEVS, WARREN, 2012 (c. 21, p. 476) 

 

A metodologia sintética empregada mostrou-se eficiente, com rendimento de 80%. 

Obteve-se como produto um sólido levemente marrom, o qual foi analisado por RMN 1H 

e RMN 13C, tendo os sinais detalhados nos espectros apresentados nas figuras 18 e 19. 
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No RMN 1H, os sinais correspondentes à formação do composto 2 foram 

observados relacionados ao hidrogênio amidíco (C=ONH-) em 11,80 ppm (singleto); o 

dupleto do hidrogênio do carbono-β  à carbonila em 7,95 ppm  e o dubleto do hidrogênio 

do carbono-α em 6,47 ppm, ambos com constante de acoplamento J= 9,5 Hz e a presença 

dos sinais dos 3 hidrogênios do anel aromático em 7,88 ppm com constante de acoplamento 

J= 1,9 Hz (dubleto), 7,69 ppm – 7,67 ppm  com constante de acoplamento J= 8,5 Hz e 1,9 

Hz (duplo dupleto)  e 7,21 ppm com constante de acoplamento J= 8,5 Hz (dubleto).  

Ao realizar uma análise comparativa com o RMN 1H do composto 1, observamos 

o desaparecimento do multipleto entre 7.19 ppm – 7.08 ppm referente a 1H do anel 

aromático, confirmando a substituição do mesmo, pelo cloreto de sulfonila.  

 

Figura 18. Espectro de RMN 1H do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) 

 

 

 

RMN 1H (DMSO-d6, 600 MHz)  

 

No espectro de RMN 13C, foram verificados sinais referentes ao composto 2, sendo 

eles o do carbono carbonílico da amida em 165,36 ppm, pelo sinal do carbono ligado ao 
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grupo sulfonil em 145,29 ppm, pelos sinais em 125,3 ppm e 143,59 ppm referentes aos 

carbonos α e β à carbonila, respectivamente (dados confirmados por RMN bidimensional- 

gHSQCAD- anexo A, pág.104) e aos demais sinais 141,77 ppm, 131,63 ppm, 128,08 ppm, 

121,15 ppm, 117,57 ppm referentes aos carbonos do anel aromático confirmando a 

formação do produto.  

 

Figura 19. Espectro de  RMN 13C do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila 

(2) 

 

RMN 13C (DMSO-d6, 150 MHz)  

 

4.1.3 Síntese e caracterização do (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida) propanóico (3) 

 

 A reação para obtenção do composto 3, esqueleto principal dos compostos 

planejados foi realizada com base na metodologia descrita por Ugwu e colaboradores 

(2017) (Figura 20). A reação de formação da sulfonamida trata-se de uma reação de 

adição/eliminação e foi realizada em meio básico de Na2CO3 para: aumentar a solubilidade 
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da L-fenilalanina em água; remoção do próton ligado ao nitrogênio do cátion resultante do 

primeiro ataque e neutralização do ácido formado no meio reacional (McMURRY, 2011). 

 

Figura 20.  Síntese do composto 3 

 

Nesta reação, a amina primária do aminoácido age como nucleófilo, promovendo o 

ataque ao átomo eletronicamente deficiente, nesse caso o átomo de enxofre tetravalente do 

cloreto de sulfonila. O ataque nucleofílio ocorre em posição oposta ao grupo de saída.  Por 

sua vez, o cloreto de sulfonila possui alta reatividade, devido o cloro ser um bom grupo 

abandonador, possibilitando a formação da ligação sulfonamídica (esquema 9) 

(CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012; McMURRY, 2011).  

 

Esquema 9. Mecanismo de formação do composto 3. 

 

Fonte: Adaptado de McMURRY, 2011. 

 

A metodologia proposta para a síntese em questão apresentou-se eficaz, com 

rendimento de 75%. Obteve-se como produto um sólido levemente amarelo, com ponto de 

fusão = 238-240 °C e pureza de 95% em CLAE, o qual foi analisado por RMN 1H e RMN 

13C (figura 20 e 21, respectivamente), espectrometria de massas de alta resolução 
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C18H16N2O5S: [M + H]+ m/z 372,08, encontrado 373,0844 e rotação óptica [α] D20= -25,00 

(c = 0,1, MEOH). Todos espectros e cromatogramas encontram-se no anexo A (págs. 104-

107). 

Na figura 21 apresentamos o espectro de RMN 1H do composto 3, no qual podem 

ser observados os sinais referentes a formação do produto. Pode-se observar  os 

deslocamentos em 12,69 ppm (singleto largo) referente a hidroxila do ácido carboxílico 

(COOH); o hidrogênio amidíco (C=ONH) em 12,00 ppm (singleto); a presença dos 

hidrogênios do carbono- α,β  à carbonila da quinolinona em 7,95 ppm e 6,59 ppm ambos 

com constante de acoplamento J = 9,6 Hz (dupleto); o hidrogênio do carbono quiral (CH-

N) em 3,90 ppm com constante de acoplamento J = 9,2, 6,0 Hz  (triplo dubleto), os dois 

hidrogênios em 2,94 ppm (CHa de CH2) e 2,71ppm (CHb de CH2) com constante de 

acoplamento J = 13,6, 5,1 Hz e J = 13,7, 9,3 Hz respectivamente (ambos duplo dubleto) e 

um singleto com 5 hidrogênios em 7,12 ppm referente ao fenil da L-fenilalanina.  

 

Figura 21. Espectro de RMN 1H (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida) propanóico (3) 

 

 

 

RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz)  

 

a, b 

α 

β 
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Na análise de RMN 13C do composto 3 (figura 22), estão presentes os dois sinais 

em 172,32 ppm e 161,93 ppm correspondentes aos carbonos carbonílicos do ácido 

carboxílico e da amida respectivamente. O sinal em 57,35 ppm correspondente ao carbono 

quiral e o sinal em 37,71 ppm referente ao do carbono alifático do benzil presente na L-

fenilalanina, sinal pouco intenso e blindado. Também é possível observar os sinais 

correspondentes aos demais carbonos da molécula conforme a identificação do RMN 13C 

do composto 2. 

 

Figura 22. Espectro de RMN 13C (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida) propanóico (3) 

 

 

RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz)  

 

 No espectro de infravermelho do composto 3 apresentado na figura 23, observa-se 

as bandas de deformação axial de N-H em 3290 cm-1 referente a sulfonamida secundária, 

o um estiramento em 1727 cm-1 referente a carbonila do ácido carboxílico, uma banda em 

3355 cm-1 referente a deformação axial e outra em 1660 cm-1 referente a deformação 

angular do N-H da amida da quinolinona. Também são evidenciadas bandas de estiramento 

assimétrico e simétrico do grupo SO2 em 1324 e 1155 cm-1, respectivamente 

(SILVERSTEIN et al., 2006). 

 



62 
 

 

Figura 23. Espectro de infravermelho do (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-

6-sulfonamida) propanóico (3) 

 

 
 

 

 

 

4.1.4 Síntese e caracterização dos compostos finais (4a-4g). 

 

 

Para a obtenção dos 7 compostos finais planejados (Figura 24) foi seguida a 

metodologia proposta por Silva e colaboradores (2017), que utilizou como agente 

condensante o cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC.HCl) e 

como catalisador da reação o hidroxibenzotriazol (HOBt), os quais favoreceram a reação 

das aminas propostas com o ácido carboxílico do composto 3. 

A síntese destes compostos ocorreu por meio de uma substituição nucleofílica no 

carbono carbonílico do (S)-ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanóico (3) e as aminas propostas (Figura 24). O mecanismo de substituição à carbonila 

ocorre em duas etapas: a primeira é a adição do nucleófilo ao carbono carbonílico, 

formando um intermediário tetraédrico e a segunda etapa é a saída do grupo abandonador.  
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Figura 24. Síntese do composto finais (4a-4g) 

 

 

 

Para que a reação seja favorecida, o composto deve possuir um bom grupo de saída 

ligado ao carbono tetraédrico. Neste contexto, como ácidos carboxílicos são pouco reativos 

para reagir com aminas primárias, por não possuírem um bom grupo abandonador, uma 

das formas de aumentar a reatividade é utilizando agentes condensantes (ou reagentes de 

acoplamento) como por exemplo as carbodiimida, que possuem um grupo reativo (-

N=C=N-) em sua estrutura (esquema 10) (CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012). 

Nesta etapa reacional de obtenção dos compostos planejados utilizamos como 

agente condensante o EDC.HCl. Nessa reação a carbodiimida após reagir com o ácido 

carboxílico do composto 3, forma um grupamento éster ativado, mais reativo que o ácido 

carboxílico, esse grupamento por sua vez, tende a sofrer facilmente um ataque nucleofílico 

pelo fato de ser um bom grupo de saída, formando o derivado da uréia estável. 
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O HOBt é um reagente bastante comum em reações de acoplamento para formação 

de amidas na presença agentes condensantes. Esses tipos de reações são aceleradas na 

presença de HOBt, pois favorecem o ataque nucleofílico da amina. O HOBT também tem 

a função de evitar a racemização, pois intercepta o éster ativado formado pelo EDC 

rapidamente, antes que a racemização ocorra. O mecanismo reacional é apresentado no 

esquema 10 a seguir (CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012; AL-WARHI; AL-

HAZIMI; EL-FAHAM, 2012; EL-FAHAM; ALBERICIO, 2011). 

 

Esquema 10. Mecanismo de reação para obtenção dos compostos finais (4a-4g). 

 

Fonte: Mecanismo de reação adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 10, p. 200; 

c. 29, p. 747). 

 

 

 A aplicação da metodologia utilizando EDC.HCL como agente condensante 

mostrou-se eficaz para obtenção dos compostos finais planejados. Os dados referentes aos 

produtos obtidos são apresentados na tabela 3, sendo esses: aspecto físico, rendimento da 

reação, ponto de fusão, os valores experimentais de espectrometria de massas, rotação 

óptica e a pureza por CLAE. De forma geral, os produtos obtidos apresentaram 

rendimentos condizentes com os dados obtidos na literatura para reações de acoplamento 

usando EDC.HCl. Acreditamos que os menores rendimentos se devem, possivelmente, a 

solubilidade ou a menor reatividade das aminas utilizadas na síntese dos compostos 4c e 

4e. Outro ponto a ser aprimorado é a purificação dos compostos 4a e 4c, visto que 

apresentaram pureza abaixo de 90% (tabela 2). A caracterização completa dos compostos, 

espectros e cromatogramas seguem descrita no anexo A págs. 107-130 deste trabalho. 

 As reações foram monitoradas por CCD e os produtos finais purificados por 

recristalização e precipitação conforme descrito na metodologia. É válido ressaltar que a 
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maioria apresentou valores de ponto de fusão, espectrometria de massas de alta resolução 

e pureza dentro dos valores aceitáveis de desvio, conforme apresentado na tabela 2. 

Tabela 2. Dados gerais de caracterização dos compostos finais (4a-4g). 

 

 

           Dentre os 7 compostos sintetizados, 6 são inéditos, tendo como exceção o composto 

4f derivado aromático da anilina. Conforme os dados da tabela 2, na qual constam 

propriedades que caracterizam os compostos 4a-4g, são apresentados valores obtidos nos 

experimentos de espectrometria de massas que se apresentaram dentro de valores aceitáveis 

de desvios, não sendo superiores a 5 partes por milhão-ppm. As análises de rotações ópticas 

foram realizadas por se tratarem de compostos que possuem centro quiral, sendo assim são 

substâncias opticamente ativas que podem ser caracterizadas enquanto o desvio da luz 

polarizada para a direita (dextrógira) ou para esquerda (levógira). Os resultados destes 

experimentos nos mostraram que dentre os compostos obtidos temos 5 moléculas (4a, 4c, 

4d, 4f e 4g) dextrógiras e 2 (4b e 4e) levógiras. Em relação a pureza dos compostos a qual 

foi obtida por CLAE, dois dos compostos, 4a e 4c, apresentando valores < 90%. Outra 

propriedade medida foi ponto de fusão, o qual mostra variações de até 2º C o que sugere, 

também, uma alta pureza dos compostos obtidos.  

           Em relação a caracterização por RMN, os compostos finais apresentaram 

deslocamentos químicos comuns para toda a série (4a-4g), que puderam ser usados para 
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comparar e comprovar a formação dos mesmos. Para a análise dos espectros de RMN de 

1H e 13C utilizamos como referência o composto 4b apresentado na figura 25 e 26 

respectivamente. Esse composto foi utilizado como referência visto ter sinais comuns a 

todo a série e, também, por apresentar pureza de 95%.  Além disso, permite a confirmação 

da formação do produto pelo sinal referente ao carbono metilênico (CH2) do anel 

hidantoínico em 3,84 ppm (singleto).  

 

Figura 25. Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-

oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b) 

 

 

           

RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz)  

 

a, b 

α 

β 
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          Os sinais de RMN 1H correspondentes à formação do composto 4b (figura 25), 

foram analisados comparativamente ao intermediário 3 (tabela 3). Na análise evidenciamos 

o desaparecimento do sinal referente ao singleto largo em 12,69 ppm  pertencente ao ácido 

carboxílico (COOH) do composto 3, o surgimento de um singleto do hidrogênio amidíco 

(C=ONH) em 8,00 ppm que corresponde a formação da amida, fruto da reação de 

acoplamento e o aparecimento do tripleto em 8,14 ppm (J= 5,4 Hz- 1H) referente ao 

hidrogênio amidíco (C=ONH) do anel hidantoínico. Assim como, foi detectado o 

aparecimento do singleto em 3,84 ppm correspondente a 2 hidrogênios metilênicos (CH2) 

da hidantoína somados, na mesma região a permanência do multipleto em 3,81-3,77 ppm, 

correspondente ao hidrogênio ligado ao carbono quiral da L-fenilalanina. Além da presença 

dos sinais em 3,24 ppm (dubleto, J= 4,8 Hz- 2H) e 2,93-2,82 ppm (multipleto- 2H) 

referente aos 4 hidrogênios da região alifática da 3-2-(aminoetil)hidantoína. Os demais 

sinais comparativos matém-se presente na estrutura e estão descritos na tabela 3 

confirmando a obtenção do composto. 

 

Tabela 3. Comparação dos sinais do RMN de 1H do composto intermediário (3) e final 

(4b). 

C=ONHq (q=quinolinona); C=ONHh (h=hidantoína); CH2 h (h=hidantoína), ArHfenil (fenil=fenilalanina). 

 

 

  Em relação aos sinais do RMN de 13C (figura 26), os principais deslocamentos 

relacionados aos carbonos carbonílicos das amidas são observados em 172,51 ppm. Esses 

sinais são referentes a amida formada pela reação de acoplamento em 171,02 ppm pertencente 

a quinolinona e os sinais com deslocamentos de 162,41 ppm e 157,93 ppm referentes as 

carbonílas do anel hidantoínico. Os deslocamentos químicos e a intensidade dos sinais de 

carbono do anel aromático derivados da L-fenilalanina também foram observados em 129,63 
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ppm e 128,28 ppm com o dobro da intensidade. Por fim, o evidente sinal do carbono quiral 

em 58,49 ppm e o sinal do único carbono metilênico (CH2) pertencente a hidantoína em 46,38 

ppm.  

 

Figura 26. Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-

oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b) 
 

                    
(Sinais de DMF residual: 162.77 ppm, 36.24 ppm,e 31.25 ppm) 

RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz)  

 

 No espectro de infravermelho do composto 4b (Figura 27), podemos observar as 

bandas de deformação axial de N-H em 3268 cm-1 referente a sulfonamida e em 3332 cm-

1 correspondente a quinolinona. Além disso, podem ser visualizadas as vibrações de 

deformação axial em 1776 cm-1 da carbonila (C=O) do anel hidantoínico, 1705 cm-1 

referente a carbonila (C=O) da amida secundária formada e outra banda em 1659 cm-1 da 

deformação angular do N-H da quinolinona. Também são evidenciadas bandas de 

estiramento assimétrico e simétrico do grupo SO2 em 1319 e 1151 cm-1, respectivamente 

(SILVERSTEIN et al., 2006). 
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Figura 27. Espectro de IV do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b) 

 

 
 

 

 

4.1.5 Síntese e caracterização dos derivados sulfonamídicos (5a-d e 6a-d) 

 

 A metodologia aplicada para obtenção dos 8 compostos derivados sulfonamídicos 

(5a-d e 6a-d) foi realizada com base em metodologia adaptada de Schröder e colaboradores 

(2001) (Figura 28). A reação de formação da sulfonamida trata-se de uma reação de 

adição/eliminação, conforme o mesmo mecanismo de reação apresentando no esquema 9. 

 

Figura 28. Síntese dos compostos derivados sulfonamídicos (5a-d e 6a-d). 
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A metodologia descrita por Schröder e colaboradores sofreu adaptações nas 

condições reacionais e de purificação tornando-se eficaz para obtenção dos nossos 

derivados sulfonamídicos. Primeiramente nas condições reacionais elevamos a temperatura 

de 70 °C para 100 °C (temperatura de refluxo). Optou-se por essa temperatura, visto que 

depois de 30 minutos (metodologia seguida), ainda observávamos por análise de CCD 

grande quantidade de reagentes de partida, além dos mesmos não estarem totalmente 

solúveis na reação. Sugere-se que o aumento da temperatura seja necessário para aumentar 

a solubilidade e reatividade dos reagentes em questão. Em relação a purificação, 

diminuímos o pH 2,5 (metodologia seguida) para pH 1, pelo fato de que em pH 2,5 ainda 

visualizamos por análise de CCD a presença de produto na fase aquosa e não totalmente 

precipitado. Sendo assim, consideramos que para reações de sulfonilação com 

aminoácidos, a temperatura da reação e o pH, no processo de purificação, devem ser 

cuidadosamente monitorados, pois são fatores que influenciam diretamente no rendimento 

final da reação (UGWU et al., 2017). 

Os aspectos físicos, rendimentos das reações, pontos de fusão, valores 

experimentais de espectrometria de massa, rotações ópticas e a purezas por CLAE obtidos 

para os compostos 5a-d e 6a-d encontram-se descritas na tabela 4. A caracterização 

completa, espectros e cromatogramas dos compostos encontram-se no anexo A págs. 131-

155. 

 

Tabela 4. Dados gerais e de caracterização dos compostos derivados sulfonamídicos. 

 (5a-d e 6a-d). 
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Os rendimentos obtidos para os compostos 5a, 5d, 6a e 6d foram menores, quando 

comparados aos outros compostos. Atribuímos o ocorrido à perda de produto no processo 

de purificação, visto que após a precipitação o produto apresentou características 

higroscópicas, dificultando o processo de filtração e lavagem. Acreditamos que isso tenha 

influenciando não somente no rendimento, mas também, na purificação do composto 6d 

que atingiu apenas 86% de pureza (tabela 4).  

 Para todos os compostos derivados sulfonamídicos (5a-5b e 6a-6b), os valores 

experimentais de espectrometria de massas apresentaram-se dentro de valores aceitáveis 

de desvios, previamente relatados. As análises de rotações ópticas apresentam 5 moléculas 

(5a, 5b, 6a, 6b e 6c) dextrógiras e 3 (5c, 5d e 6d) levógiras confirmando a presença de 

centro quiral nos compostos. Em relação a porcentagem de pureza por CLAE, mesmo o 

composto 6d apresentando-se com 86%, não houve variação maior que 2º C nos valores de 

ponto de fusão (tabela 4).  

De modo a ilustrar o perfil dos sinais espectroscópicos característicos dos 

compostos formados, utilizamos como exemplo, os espectros de RMN 1H, RMN 13C e de 

infravermelho obtidos para o composto 6a (figuras 29, 30 e 31 respectivamente).  

 

Figura 29. Espectro de RMN 1H (S)-Ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-

propanoíco (6a). 

 

 

RMN 1H (DMSO-d6, 300 MHz) 

a, b 
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               No espectro de RMN 1H do composto 6a (Figura 29), são observados os sinais que 

evidenciam a formação do produto pelos deslocamentos do singleto em 10,25 ppm 

característico da amida do substituinte p-acetamida (C=O-NH), do dupleto em 8,13 ppm 

referente ao hidrogênio do nitrogênio sulfonamídico (SO2-NH) que possui constante de 

acoplamento J= 9,0 ppm, possivelmente pelo acoplamento com o hidrogênio do carbono 

quiral em 3,85 ppm (td, J =8,7, 6,2 Hz).  Enquanto que o carbono quiral também acopla 

com o CHb do CH2 da fenilalanina em 2,71ppm (duplo dubelto, J = 13,6, 8,8 Hz). 

Apresentam também dois dupletos em 7,63 ppm (J= 8,7 ppm) e 7,50 ppm (J= 8,8 ppm), 

deslocamentos característicos dos hidrogênios do anel aromático para-substituído, além do 

singleto em 2,09 ppm referente aos hidrogênios da metila (C=O-CH3) do substituinte p-

acetamida.  

 

Figura 30. Espectro de RMN 13C do (S)-Ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-

fenilpropanoíco (6a). 

 

 

RMN 13C (DMSO-d6, 75 MHz) 

 

Na análise do espectro de RMN 13C do composto 6a (figura 30), pode-se observar 

os sinais da carbonila do ácido carboxílico em 172,26 ppm, o sinal da carbonila do 



73 
 

substituinte p-acetamida em 168,90 ppm, dois sinais em 142,53 ppm  e 136,74 ppm que 

correspondem aos carbonos em para do anel aromático ligado a porção sufonílica e a 

porção acetamídica, o sinal em 57,29 ppm correspondente ao carbono quiral ligada ao 

nitrogênio da sulfonamida e o sinal em 24,10 ppm ao carbono da metila do substituinte p-

acetamida, sinal mais blindado. 

Já no espectro de IV do composto 6a, apresentado na figura 31, as bandas de 

deformação axial de N-H em 3290 cm-1 referente a sulfonamida. Além disso, pode ser 

observada uma banda em 3360 cm-1 referente a deformação axial e outra em 1660 cm-1 

referente a deformação angular do N-H da amida do grupo substituinte p-acetamida. 

Também são evidenciadas bandas de estiramento assimétrico e simétrico do grupo SO2 em 

1325 e 1160 cm-1, respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2006). 

 

Figura 31. Espectro no IV do (S)-Ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-

propanoíco (6a). 

 

 

 

 

De forma geral, os compostos derivados sulfonamídicos não apresentaram 

dificuldades para serem isolados e foram obtidos em quantidades suficientes para 

realização de ensaios biológicos e, também, para dar continuidade a rota sintética 

estabelecida. 
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4.2 Ensaio Biológico 

 

4.2.1 Ensaio enzimático  

 

 O ensaio enzimático usados para estudo com a enzima LSD1 está acoplado à 

Enzima Horseradish Peroxidase (EHP) e baseia se numa metodologia indireta de formação 

de H2O2 produzido durante a reação de desmetilação mediada por LSD1 (FORNERIS et 

al, 2005). Sendo assim, no modelo experimental de inibição enzimática  que  possua a 

presenção de possíveis moléculas inibidoras, a quantidade de H2O2 liberada diminui, 

devido a diminuição da atividade da enzima, o que promove consequentemente a 

diminuição da oxidação do Amplex red em resorufina (composto fluorescente), permitindo 

a quantificação dessa atividade pelo flurorímetro (SCHMITT et al., 2014). O mecanismo 

detalhado do ensaio enzimático está descrito no sub-tópico 1.4.3.1. 

Assim, o composto 3 (esqueleto principal) e os compostos finais planejados (4a-

4g) foram submetidos aos ensaios enzimáticos frente à enzima LSD1. Realizou-se estes 

testem com o intuito de determinar a potência desta classe de compostos. Os demais 

compostos derivados sulfonamídicos (5a-5d e 6a-6d) ainda estão sendo ensaiados.  

 Em um primeiro momento, como observado no gráfico da figura 32, os compostos 

foram testados em dose única, na concentração de 5 μM, dose esta utilizada como 

referência nos protocolos de inibição para a enzima LSD1. Como controle positivo foi 

usado o composto GSK2879552 (85% de inibição, barra verde figura 32), na mesma 

concentração. Os experimentos foram efetuados em duplicata e calculado o desvio padrão. 

Nesta concentração, a maioria dos compostos não apresentaram inibição significativa, visto 

que a atividade enzimática da LSD1 se mostra ≥ 100 %, com exceção dos compostos 4c 

(barra azul) e 4g (barra vermelha) que apresentaram inibição enzimática com valores de 

9% e 11% respectivamente.  
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Figura 32.  Gráfico do resultado de ensaio enzimático de dose única do composto 3 e 

compostos finais (4a-4g) frente à enzima LSD1 na concentração de 5 μM.  
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Após os resultados preliminares, novos testes de inibição foram realizados para os 

compostos 4c e 4g, desta vez em concentrações de 50 μM e 500 μM. Assim como 

anteriormente, os experimentos foram realizados em duplicata, sendo calculado o desvio 

padrão. Os resultados obtidos são apresentados na figura 33 e como observado no gráfico, 

o composto 4c (barra azul) em 50 μM e 500 μM não apresentou inibição da enzima LSD1 

suficiente para ser considera significativa e com atividade promissora. Contudo, o 

composto 4g (barra vermelha) promoveu uma diminuição na atividade enzimática de 64% 

em 50 μM e 57% em 500 μM.  

Uma vez que muitos eventos podem modular uma inibição enzimática e, também, 

influenciam significativamente na avaliação in vitro da atividade de compostos químicos, 

o aumento da concentração dos inibidores em 10x e a pouca variação em relação a atividade 

inibitória frente a LSD1 sugerem um possível mecanismos promíscuos de inibição. 

(VIVIANI et al., 2018; McGOVERN et al., 2003). 
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Figura 33.  Gráfico do resultado de ensaio enzimático dos compostos 4c e 4g frente à 

enzima LSD1 na concentração de 5 μM, 50 μM e 500 μM.  
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Uma inibição enzimática é considerada “promíscua” quando não se dá exatamente 

pela interação do inibidor com a enzima, mas quando ocorre a formação de agregados 

moleculares, que são formados em soluções, com concentrações micromolares e 

submicromolares, inibindo ou ativando proteínas de forma não específica e reversível, 

principalmente por adsorção na superfície das enzimas (ALDRICH et al., 2017; IRWIN et 

al., 2015). 

Este tipo de inibição pode ter sido responsável pelos valores obtidos no ensaio de 

inibição enzimática do composto 4g. Possivelmente esse composto, atingiu a concentração 

de agregação crítica (CAC) que é específica para cada composto, sendo assim, alguns 

compostos podem agregar a 5 μM, enquanto outros a 50 μM. Portanto, nem todos os 

agregados se comportam da mesma maneira em relação ao mesmo alvo. Além disso, 

estudos que correlacionam os mesmos agregadores versus diferentes alvos, demonstram 

que as proteínas têm diferentes suscetibilidades à agregação. É importante ressaltar que a 

formação de agregados dependente de múltiplos fatores experimentais, incluindo a 

estrutura dos compostos, as condições do ensaio e a suscetibilidade do alvo na presença de 

agregados (TOROSYAN, SCHOICHET, 2019; AULD et al., 2017).  

Em 2003, McGovern e colaboradores descreveram 3 possíveis mecanismo de ação 

que podem explicar a inibição baseada em agregados. O primeira propõe que a ligação ao 

agregado promove um evento de desdobramento parcial da enzima, por outro lado, a 

ligação ao mesmo pode ter o efeito oposto, pois em vez de aumentar a flexibilidade, pode 
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enrijecê-la, restringindo movimentos dinâmicos necessários para a catálise e finalmente o 

agregado bloqueia fisicamente o sítio ativo e sequestra a enzima do substrato (COAN et 

al., 2009; McGOVERN et al., 2003).  

Neste contexto, a literatura destaca a importância do uso de procedimentos 

experimentais como, por exemplo, o uso de detergente não iônico (Triton X-100 e Tween-

80), já que a inibição baseada em agregados pode ser rapidamente revertida pela adição do 

detergente, indicando a recuperação da atividade enzimática. Assim, esses experimentos 

podem ser explorados, com o objetivo de corroborar para o entendimento dos resultados 

de ensaio enzimático dos compostos planejados (VIVIANI et al., 2018; MALVEZZI et al., 

2008). De forma geral, os compostos analisados não apresentaram inibição frente à LSD1, 

com exceção do composto 4g. Contudo, novos estudos devem ser traçados para 

certificarmo-nos se esses compostos são verdadeiramente inativos ou ativos contra a LSD1. 

 

4.2.2 Ensaio de viabilidade celular  

 

 A avaliação da viabilidade celular foi realizada pela biorredução do MTT ou sal de 

tetrazólio à formazan (um cristal de cor escura). Esse ensaio é um método colorimétrico 

que avalia o metabolismo celular, por meio da atividade da enzima succinato-

desidrogenase, responsável pela conversão do sal, que está presente nas mitocôndrias. Esse 

cristal, insolúvel em meio aquoso e solúvel em DMSO, pode ser quantificado por 

espectrofotometria após lise celular induzida. Esta técnica baseia-se numa relação 

diretamente proporcional entre a quantidade de formazan produzida e a concentração de 

células viáveis no meio, visto que quanto maior a concentração de células viáveis, maior 

será a quantidade de redução do sal de tetrazólio e formação de formazan. Assim, foi 

possível quantificar a viabilidade celular expondo a linhagem celular escolhida em contato 

aos compostos planejados neste trabalho (SCHERLIEβ, 2011; AZIZ, 2006; 

CARMICHAEL et al., 1987; PARK et al., 1987; MOSMANN, 1983).  

 Para este teste foi utilizado linhagem celular de Leucemia Mielóide Aguda (LMA) 

do tipo HEL e avaliados 16 compostos (compostos 3; 4a-4g; 5a-5d e 6a-6d). As células de 

LMA são amplamente estudadas, visto o desenvolvimento de recidivas quimio-resistentes, 

o que torna este tipo de câncer de sangue com alta letalidade (CAIADO et al., 2019; 

FERRERA & SCHIFFERS, 2013).  
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Na tabela 5, apresentamos os resultados de concentração inibitória média (CI50), 

intervalo de confiança 95% (IC 95%) e R2 (coeficiente de determinação), obtidos com a 

análise dos 16 compostos, utilizando como controle positivo a doxorrubicina.  A CI50 

refere-se à concentração dos compostos necessária para reduzir o número de células viáveis 

em 50%, o resultado de IC 95% é o intervalo que possui o valor superior e inferior de CI50 

calculado a partir de uma amostra e o R2 indica o quanto o modelo foi capaz de explicar os 

dados coletados, nele o R2 varia entre 0 e 1, assim quanto maior o R² mais explicativo é o 

modelo (TSUBONE et al., 2017; O'BRIEN et al., 2016, MONTGOMERY et al., 2006). 

 

         Tabela 5. Valores obtidos pelo ensaio de biorredução do MTT. 

 

 

De forma geral, os compostos apresentaram-se ativos frente a linhagem HEL com 

valores de CI50 muito próximos, tendo como exceção o composto 4b cujo valor de CI50 de 

20,25 μM. Os compostos mais potentes foram os 4e, 5d e 6a com valores de CI50 de 6,96 

μM, 5,30 μM e 6,61 μM, respectivamente, apresentando concentrações muito próximas, 

sugerindo potências muito semelhantes.  

É importante ressaltar que os compostos avaliados apresentaram-se menos potentes 

em comparação ao fármaco referência, visto que apresentaram valores de CI50 maiores que 
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o fármaco doxorrubicina (0,34 μM) (Figura 34). No entanto, mesmo não apresentando 

valores próximos ao do composto referência é válido a continuidade dos estudos, visto as 

estruturas dos compostos 4a-4g serem diferentes do composto referência e possivelmente, 

atuem por mecanismos de ação diferentes da doxorrubicina. Além de se saber, que mesmo 

bem utilizada na terapêutica, possui grande toxicidade, podendo causar principalmente 

cardiopatias e em alguns casos resistência aos tratamentos recidivos (RAZAVI-

AZARKHIAVI et al., 2017). Assim, os resultados obtidos são de grande importância, 

porém os dados são preliminares e estudos mais aprofundados precisam ser realizados, 

assim como ensaios de toxicidade em células não-tumorais e também outras linhagens 

celulares tumorais e normais. 

 

Figura 34. Gráficos obtidos com os resultados de bioredução do MTT correlacionando a 

porcentagem de inibição de crescimento (%) versus concentração, em escala logarítmica 

[μM], dos 16 compostos testados. 

 

 

* Compostos do grupo testados que não fizeram parte do planejamento. 

 

Nos gráficos apresentados na figura 34, os compostos apresentam curvas de 

concentração de CI50 muito semelhantes (gráficos 1 e 3), onde as mesmas apresentam o 

mesmo aclive, indicando que eles podem vir a apresentar o mesmo potencial de inibição 

do crescimento, sendo os compostos mais ativos o 4c (CI50= 7,80 μM) no gráfico 1 e o 5d 

1 2 

3 4 
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(CI50= 5,30 μM) no gráfico 3.  Já no gráfico 2, o composto mais ativo é o 4e (CI50= 6,96 

μM) e o com maior CI50 é o 5b (15,87 μM), sendo, portanto, menos ativo que os outros. 

Contudo, sua curva-dose resposta é muito similar as curvas dos compostos 5c e 6b, que 

apresentam CI50 muito próximas (10,38 e 10,02, respectivamente). Observa-se que tais 

curvas inibem muito pouco o crescimento das células a partir da terceira concentração 

testada (porcentagem de inibição próxima de zero). O gráfico 4, evidencia a maior potência 

da doxorrubicina em comparação aos compostos 3 (CI50= 8,46 μM), 4a (CI50= 9,16 μM) e 

4b (CI50= 20,25 μM) visivelmente menos ativo.  

Numa sugestão preliminar da avaliação estrutural dos compostos, comparando os 

dados obtidos de CI50, observamos que 4 dos 8 compostos derivados sulfonamídicos (5a-

5d e 6a- 6d) que tem sua estrutura oriundas dos aminoácidos hidrofóbicos alifáticos como: 

a valina e a leucina, independentemente da variação de cloreto de sulfonila, apresentaram 

diminuição da atividade (CI50 > 10 μM) quando comparados aos aminoácidos hidrofóbicos 

aromáticos (5a, 5d, 6a e 6d). Esses compostos são os 5b (CI50= 15,87 μM), 5c (CI50= 10,38 

μM), 6b (CI50= 10,02 μM) e 6c (CI50= 11,33 μM).  

Em relação as variações do cloreto de sulfonila, a presença ou não do grupo p-

acetamida para os análogos 5a e 6a, 5b e 6b e 5c e 6c, não promoveu diferença de 

citotoxicidade, pois os valores de CI50 se encontram dentro do intervalo de confiança entre 

os pares, sugerindo que possam ter potências semelhantes (Tabela 5). Diferentemente dos 

compostos 5d e 6d, que apresentam CI50 de 5,3 μM e 8,14 μM respectivamente, porém os 

valores da margem de confiança do composto 5d (IC 95= 3,83-7,21) não abrange o valor 

de CI50 do composto 6d (IC 95= 5,94-11,00), e assim é válido para a análise contraria. 

Portanto, possivelmente a presença do grupo p-acetamida promoveu o aumento dessa 

citotoxicidade.   

De toda forma, os resultados comprovam uma robustez quanto a atividade celular 

da classe de composta estudada, visto que apesar das alterações estruturais realizadas sobre 

o esqueleto das moléculas, a atividade manteve-se semelhante, o que torna uma possível 

classe promissora de antineoplásicos. 

Novos testes serão realizados no intuito de obtermos o entendimento sobre a 

potência desta classe de compostos frente as linhagens leucêmicas, haja visto os valores 

interessantes de CI50 encontrados, o que podem trazer a possibilidade de mais opções para 

clínica no tratamento das leucemias. 
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4.3 Estudos in sílico 

 

4.3.1. Ancoramento molecular (Docking) 

 

Buscando entender a complementariedade estrutural entre os ligantes e LSD1, o 

que pode nos fornecer subsídio teórico para o entendimento do mecanismo de inibição 

enzimática deste alvo, foi feito um estudo de ancoramento molecular utilizando a estrutura 

cristalográfica da enzima (pdb: 3ZMT) e as estruturas dos ligantes (protótipo 

ZINC0961148410 e 4g). O reconhecimento dos principais resíduos de interação molecular 

e orientações dos ligantes ativos no sítio ativo da enzima, devem nos nortear o 

entendimento do mecanismo de inibição enzimática da enzima LSD1, e com isso sugerir 

os motivos que levaram a inibição enzimática com composto 4g. 

O protocolo de docking foi estabelecido pelo redocking do peptídeo PRSFLV na 

enzima LSD1, pdb: 3ZMT (Figura 35). Para isso durante o redocking foram testadas todas 

as funções de escore presentes no programa GOLD (ASP, ChemPLP, GoldScore, 

ChemScore) e variou-se o átomo centroide e o tamanho do raio do sítio de interação, nos 

permitindo obter  poses do ligante fidedignas em relação a pose do cristal. Assim, O 

protocolo foi estabelecido visto a melhor relação, entre os valores de função de 

ranqueamento  ChemPLP, RMSD e a análise visual (sub-tópico 3.2.5.1 -Quadro 4); 

carbono aromático da Phe538 (CZ- Phe538) como centro do sítio e raio de 14 Å a partir do 

centroide. O FAD foi mantido durante o processo, pois é o cofator essencial para o 

mecanismo catalítico da LSD1. O critério da análise visual permite pontuar cada pose, 

conforme sua sobreposição em relação ao peptídeo PRSFLV co-cristalizado, considerando 

a maior pontuação aquela que apresenta sobreposição total ao peptídeo em questão e a 

menor pontuação aquela em que o ligante encontra-se em uma cavidade não esperada. 

Após o redocking, foram escolhidas 20 melhores poses as quais selecionou-se a que 

apresentou concomitantemente o maior valor de função de ranqueamento ChemPLP 

(77,505), menor RMSD (3,0 Å) e a maior pontuação frente a análise visual feita pela 

sobreposição do peptídeo PRSFLV na estrutura cristalografada da LSD1- 3ZMT. Nesta 

análise não observamos a total sobreposição da pose escolhida, porém ela ocupa as mesmas 

cavidades  do peptídeo PRSFLV e evidenciamos as interações com os resíduos His564 e 

ALA539 que são descritos como importantes para atividade enzimática como observado 

na Figura 35 (TORTORICI et al. 2013). Também levando-se em consideração a 
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flexibilidade do peptídeo PRSFLV podemos considerar o método validado, visto que 

segundo Kurcinski e colaboradores (2015) em análise de docking com 5 a 15 aminoácidos 

o RMSD ≤ 3,0 Å é considerado com predição de alta qualidade (KURCINSKI et al., 2015). 

 

Figura 35. Resultado da validação de ancoramento por redocking do peptídeo PRSFLV 

(laranja) sobreposto ao peptídeo na estrutura cristalografada da enzima LSD1- 3ZMT 

(azul) (à direita) e gráfico relacionando os valores da função de ranqueamento ChemPLP 

versus valores de RMSD das 20 melhores poses (à esquerda). 

 

 

 

 

A função de ranqueamento selecionada (ChemPLP) é padrão no programa Gold 

versão 5.1. Está função usa dados de ligação de hidrogênio do ChemScore e múltiplos 

potencias lineares para o modelo de Van der Walls. Possui rápida performance para 

cálculos (4x mais rápido que a função GoldScore) e em testes de validação mostrou-se ser, 

geralmente, mais eficaz do que outras funções de pontuação, tanto para previsão de poses 

quanto para a triagem virtual (CCDC, 2020). 

Após a validação da metodologia, foi realizado o docking em triplicata dos 

compostos 4g e protótipo ZINC0961148410. Ambos apresentaram valores de funções 

ChemPLP similares como podemos observar na tabela 6.  
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Tabela 6. Resultados obtidos das funções de escore ChemPLP. 

 

 

As interações comuns encontradas entre o peptídeo PRSFLV co-cristalizados 

(Figura 36), o protótipo ZINC0961148410 (figura 37-A) e o composto 4g (figura 37-B) são 

interações hidrofóbicas (FAD, PHE-538, ALA809), ligações de hidrogênio com o resíduo 

ALA539 (aceptor de ligação de H) e nitrogênios básicos das moléculas, assim como 

ligações de hidrogênio entre a HIS564 (aceptor de hidrogênio) e hidroxilas e carbonilas das 

estruturas. Já quando comparamos o protótipo ao composto 4g, observamos apenas a 

interação com o resíduo ALA539 (aceptor de ligação de H). Este resíduo é descrito como 

de grande importância na inibição da LSD1, assim sugerimos que o composto 4g possa 

atuar da mesma maneira na inibição (TORTORICI et al. 2013). Contudo, não é observada 

a interação do composto 4g com os resíduos TYR761 e ASN535 (doadores de ligação H) 

por meio de ligação de hidrogênio, presentes na interação do protótipo ZINC09611484, o 

que pode possivelmente ter acarretado a diminuição de sua atividade na inibição da LSD1 

(Figura 37). 

 

Figura 36. Interaçãoes presentes na estrutura cristalografada do Peptídeo PRSFLV 

(PDB:3ZMT).  

 

 

 



84 
 

 Também observamos que os resíduos GLU559, ASP553 e ASP556 que interagem 

com o peptídeo PRSFLV (Figura 36), não possuem interação com o protótipo (Figura 37-

A) e nem com o composto 4g (Figura37-B). Esse resultado nos dá indícios de que essas 

interações eletrostáticas, entre o grupo de aminas positivamente carregadas e os resíduos 

negativamente no sítio ativo da enzima, devem ser melhor exploradas visando a obtenção 

de inibidores. Essa observação é permissiva, visto que essas interações não se mostraram 

cruciais para a inibição da LSD1, pois os compostos que não as apresentaram não tiveram 

perda total de inibição enzimática, porém as interação com esses resíduos pode levar a um 

aumento na potência (FU et al., 2017).   

 

Figura 37. Resultados da simulação de Docking. A. Interaçãoes observados do protótipo 

ZINC0961148410 com a LSD1. B. Interaçãoes observadas do composto 4g com a LSD1.  

 

 

 

    

A 

B 
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Para o análogo derivado benzilamínico (4g) o resultado do docking (figura 37-B), 

sugere que os grupos sulfonamídicos e amídicos ocupam a mesma região da enzima quando 

comparado ao protótipo ZINC0961148410. As interações observadas para o composto 4g 

em relação a LSD1 foram com His564 (aceptor de ligação de hidrogênio), ALA539 

(aceptor de ligação de H) e com os resíduos PHE560, TYR807 e ALA809 no bolso 

hidrofóbico.  

Ao sobrepormos o peptídeo PRSFLV co-cristalizado, o protótipo ZINC09611484 

e o composto 4g na cavidade da LSD1 (figura 38), pode ser observa a ocupação do bolso 

hidrofóbico do sítio ativo da enzima pelo grupo benzila da porção benzilamida do 

composto 4g (interações com resíduos PHE560, TYR807- Figura 37-B). É notável que esse 

bolso não é ocupado pelo grupo aromático do peptídeo PRSFLV e do protótipo 

ZINC09611484 (Figuras 36 e 37-A). Esse resultado sugere que a ocupação desta região 

deve proporcionar o bloqueio na entrada da cavidade do sítio ativo da enzima, dificultando 

a entrada do substrato e, portanto, diminuindo a atividade da enzima. Estes dados nos 

motivam a continuar buscando novos hits baseados na estrutura desses compostos, visto 

que poucos compostos com mecanismo reversíveis chegaram aos testes clínicos.  

 

Figura 38. Sobreposição do peptídeo PRSFLV (verde turquesa), protótipo ZINC09611484 

(roxo) e o composto 4g (azul) na cavidade da LSD1. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 Para a presente tese, o planejamento e síntese das moléculas foi realizado com a 

finalidade de obtenção de compostos derivados carboxamídicos (4a-4g) e compostos 

derivados sulfonamídicos (5a-5d e 6a-6d), no intuito de avaliar suas atividades inibitórias 

frente a enzima LSD1 e viabilidade celular em linhagens HEL de leucemia mieloide aguda 

(LMA). Estudos de ancoramento molecular (docking) também foram simulados para 

avaliarmos as importantes interações e complementaridade do protótipo ZINC09611484, 

obtido preliminarmente por triagem virtual, e do composto 4g com o sítio de interação da 

LSD1. 

 Primeiramente, as metodologias de sínteses aplicadas apresentaram-se adequadas e 

eficazes. Dos 7 compostos finais planejados (4a-4g), 6 são compostos inéditos os quais 

foram completamente caracterização por RMN 1H, RMN 13C, ponto de fusão, 

infravermelho, valores experimentais de espectrometria de massas, rotação óptica e 

definição da pureza por CLAE. A maioria dos compostos se apresentou com pureza de 

~95%, ou seja, em condições adequadas para a realização dos ensaios biológicos, com 

exceção dos compostos 4a e 4c que apresentou 83% e 85% de pureza respectivamente e 

seu método de purificação precisará ser reavaliado. Os rendimentos reacionais variaram de 

25% a 57%, valores compatíveis com os dados da literatura para a reação de acoplamento 

com EDC.HCl.  

 Quanto à série dos derivados sulfonamídicos (5a-5d e 6a-6d), foram obtidos 9 

compostos com pureza maior que 95%, com exceção do composto 6d que obteve 86% e 

precisa ter sua purificação aprimorada. Apresentaram metodologia sintética adequadas e 

eficazes com rendimentos entre 50-82%. Os compostos foram totalmente caracterizados 

por técnicas já citadas anteriormente e juntamente com os compostos finais planejados (4a-

4g) foram enviados aos ensaios biológicos de inibição enzimática de LSD1 e ensaio de 

viabilidade celular na linhagem HEL. 

 Os ensaios enzimáticos realizados com os compostos 4a-4g indicaram que apenas 

o composto 4g teve capacidade de inibir a LSD1 em 64% e 57% em 50 μM e 500 μM 

respectivamente. O aumento da concentração em 10x e a pouca variação em relação a 

atividade enzimática da LSD1, sugerem possível mecanismos promíscuos de inibição, que 

podem influenciar significativamente nos resultados de ensaios inibição enzimática. Assim 

novos testes devem ser realizados para esclarecer possíveis resultados. 
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 No ensaio de viabilidade celular na linhagem HEL os 16 compostos (4a- 4g, 5a-5d 

e 6a-6d) sintetizados apresentaram-se ativos com valores de CI50 muito próximos, tendo 

como exceção o composto 4b cujo valor de CI50 de 20,25 μM. Os compostos mais potentes 

foram os 4e (CI50 = 6,9 μM), 5d (CI50 =5,30 μM) e 6a (CI50 =6,61 μM), sugerindo potências 

muito semelhante em linhagens leucêmicas. 

 Os resultados obtidos com a simulação do docking para o análogo derivado 

benzilamínico (4g) e para protótipo ZINC0961148410, sugeriu que os grupos 

sulfonamídicos e amídicos se posicionam na mesma região da enzima para ambos. Porém, 

o composto 4g mostra um menor número de interações que o protótipo ZINC09611484. 

As interações observadas para o composto 4g em relação a LSD1 foram com HIS564 

(aceptor de hidrogênio), ALA539 (aceptor de hidrogênio) e com os resíduos PHE560, 

TYR807 e ALA809 no bolso hidrofóbico. Possivelmente as interações nesse bolso 

hidrofóbico podem ter gerado um bloqueio na entrada da cavidade da enzima, dificultando 

o acesso do substrato, acarretando na diminuição da atividade enzimática.   

 De posse de todas as informações obtidas, estes dados nos motivam a continuar a 

pesquisa desses compostos, tanto na busca de novos hits baseados na estrutura do composto 

4g, como aprofundar os estudos com os 16 compostos na realização de ensaios mais 

específicos em células leucêmicas resistentes e células sanguíneas normais, com intuito de 

desvendar o mecanismo de ação e possíveis alvos. Além de tudo, apresentamos compostos 

inéditos com CI50 interessantes, o que possibilita a pesquisa de mais opções para o 

tratamento das leucemias.  
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Anexo A 

Descrição, Espectros e Cromatogramas   
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1 

 

2-(1H)-Quinolinona (1): RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) δ 11,70 (s, 1H- C=ONH), 7,87 

(d, J = 9,5 Hz, 1H- CHβ), 7,63 (d, J = 7,6 Hz, 1H-ArH), 7,52 – 7,40 (m, 1H-ArH), 7,28 (d, 

J = 7.6 Hz, 1H-ArH), 7,19 – 7,08 (m, 1H-Ar-H), 6,47 (d, J = 9,5 Hz, 1H- CHα). RMN 13C 

(100 MHz, DMSO-d6) δ 165,00, 143,30, 141,96, 133,42, 130,95, 124,99, 124,82, 122,18, 

118,20. Faixa de fusão = 196-197 °C. Sólido branco. Rendimento= 88%. 

 

Espectro de RMN 1H do 2-(1H)-quinolinona (1) 
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Espectro de RMN 13C do 2-(1H)-quinolinona (1) 

 

 

 

 

2 

 Cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2): RMN 1H (600 MHz, DMSO-d6) δ 

11,80 (s, 1H, s, 1H, C=ONH), 7,95 (d, J = 9,5 Hz, 1H, CHβ), 7,88 (d, J = 1,9 Hz, 1H, ArH), 

7,69-7,67 (dd, J = 8,5, 1,9 Hz, 1H, ArH), 7,21 (d, J = 8,5 Hz, 1H, ArH), 6,47 (d, J = 9,5 

Hz, 1H, CHα). RMN 13C (151 MHz, DMSO-d6) δ 165,36, 145,29, 143,59, 141,77, 131,63, 

128,08, 125,31, 121,15, 117,57. Sólido marrom claro. Rendimento:80% 
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Espectro de RMN 1H do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) 

 

 

       Espectro de RMN 13C do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) 
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Espectro do RMN 2D- gHSQCAD do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila 

(2) 

 

 

                                                 

                                                                                   3 

(S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanoíco (3): RMN 1H 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 12,69 (s, 1H-COOH), 12,00 (s, 1H, C=ONHq), 8,25 J = 9,1 Hz, 

1H, ArH), 7,95 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHβ), 7,90 (s, 1H, SO2-NH), 7,60 (d, J = 8,7 Hz, 1H, 

ArH), 7,25 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,12 (m, 5H, ArHfenil), 6,59 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHα), 

3,90 (td, J = 9,2, 6,0 Hz, 1H, CHquiral), 2,94 (dd, J = 13,6, 5,1 Hz, 1H, CHa de CH2), 2,71 

(dd, J = 13,7, 9,3 Hz, 1H, CHb de CH2).RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,32, 161,93, 

141,03, 140,18, 136,72, 133,99, 129,09, 127,96, 127,75, 126,71, 126,30, 122,99, 118,22, 

115,60, 57,35, 37,71. FTIR (cm-1): 3355, 3290, 1727, 1660, 1594, 1532, 1395, 1324, 1155, 

1095, 968. ESI HRMS cal. para C18H16N2O5S: [M + H]+ m/z 372,08. Achado 373,0844. 

Pureza: 95%. [α] D20= -25,00 (c = 0,1, MEOH). Ponto de fusão= 238 - 240 ºC. Sólido 

amarelo claro. Rendimento= 75%. 
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Espectro de RMN 1H do (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanoíco (3) 

 

Espectro de RMN 13C (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanoíco (3): 

 

a, b 

β 

α 
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Espectro de infravermelho do (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanoíco (3): 

 

 

 

Espectro de HRMS do (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanoíco (3): 
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Cromatograma de CLAE do (S)-Ácido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanoíco (3): 

 

      

 

 

 

4a 

 

3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propana-

mida (4a):RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ 12,04 (s, 1H, C=ONHq), 8,11 (dd, J = 17,5, 

9,2 Hz, 1H, ArH), 8.01 (s, 1H, C=ONH), 7,96 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CHβ), 7,90 (s, 1H, SO2-

NH), 7,73 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,34 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 7,22 (dd, J = 14,1, 7,4 

Hz, 1H, ArHfenil), 7,12 (d, J = 7,4 Hz, 4H, ArHfenil), 6,60 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CHα), 3,90 (s, 

1H, CHquiral), 3,14 – 3,03 (m, 2H, CHc e CHd de CH2), 3,00 – 2,61 (m, 6H, Che e CHf de 
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CH2, CHa e CHb de CH2 e CH2 piper), 2,33 – 1,84 (m, 5H, CH2 piper), 1,62 (d, J = 6,5 Hz, 1H, 

CHpiper), 1,35 – 0,90 (m, 1H, NHpiper). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 170,03, 161,96, 

141,15, 141,00, 140,13, 137,06, 136,32, 133,87, 133,79, 129,39, 129,17, 128,15, 127,82, 

126,94, 126,55, 126,14, 123,07, 123,04, 123,02, 118,18, 118,12, 115,58, 115,46, 57,83, 

55,93, 52,74, 51,93, 51,57, 44,73, 41,07, 35,80. FTIR (cm-1): 3165, 3059, 1655, 1556, 

1321, 1151, 1085, 952, 835, 750. ESI HRMS cal, para C24H29N5O4S: [M + H]+ m/z 483,58, 

Achado 484,1877. Pureza: 86%. [α] D20 = 15,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 183-185 

°C. Sólido branco. Rendimento= 41%, 

 

Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-

6-sulfonamida)propanamida (4a)  

 

 

 

 

 

 

a, b 

β 
α 

c, d 

e, f 
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Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-

6-sulfonamida)propanamida (4a)  

 

 

Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidro-

quinolina-6-sulfonamida)propanamida (4a)  
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Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4a)  

 

 

 

 

Espectro de CLAE do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4a)  
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4b 

 

 

3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfona-

mida)propanamida (4b):RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,98 (s, 1H, C=ONHq), 8,14 

(t, J = 5,4 Hz, 1H, C=ONHh), 8,05 (d, J = 9,0 Hz, 1H, ArH), 8,00 (s, 1H, C=ONH), 7,90 

(d, J = 9,7 Hz, 1H, CHβ), 7,83 (s, 1H, SO2-NH), 7,56 (d, J = 8,4 Hz, 1H, ArH), 7,23 (d, J 

= 8,8 Hz, 1H, ArH), 7,11 (s, 5H, ArHfenil), 6,58 (d, J = 9,5 Hz, 1H, CHα), 3,84 (s, 2H, CH2 

h), 3,81 – 3,77 (m, 1H, CHquiral), 3,24 (d, J = 4,8 Hz, 2H, CH2), 3,19-3,08 (m, 1H, CHa de 

CH2), 2,93 – 2,82 (m, 2H, CH2), 2,65 – 2,61 (m, 1H, CHb de CH2), RMN 13C (75 MHz, 

DMSO-d6) δ 172,51, 171,02, 162,41, 157,93, 141,46, 140,58, 137,92, 134,36, 129,63, 

128,28, 127,30, 126,54, 123,46, 118,58, 115,91, 58,49, 46,38, 38,45, 37,70, 36,71, (Sinais 

de DMF residual: 162,77, 36,2, 31,25). FTIR (cm-1): 3332, 3268, 1776, 1705, 1659, 1550, 

1445, 1319, 1151, 838. ESI HRMS cal, para C23H23N5O6S: [M + H]+ m/z 497,52, Achado 

498,1388. Pureza: 95%. [α] D20 = -0,5 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão= 160-162 °C. 

Sólido branco, Rendimento= 57%. 
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Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfo-namida)propanamida (4b) 

 

Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b) 
 

                    
(Sinais de DMF residual: 162,77 ppm, 36,24 ppm,e 31,25 ppm) 

a, b 

β 

α 
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Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b) 
 

 

 

Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfo-namida)propanamida (4b) 
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Cromatograma de CLAE do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfo-namida)propanamida (4b) 

 

 

 

4c 

 

3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propana-

mida (4c):  RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ 7,87 – 7,54 (m, 3H, C=ONH, CHβ, SO2NH), 

7,45 – 7,25 (m, 1H, ArH), 7,06 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,91 (m, 6H, ArH, ArHfenil), 6,38 

(d, J = 9,5 Hz, 1H, CHα), 3,73 – 3,63 (m, 1H, CHquiral), 2,69 – 2,37 (m, 4H, CHa e CHb de 

CH2), CHc e CHd de CH2), 2,09 (dd, J = 20,9, 10,4 Hz, 1H, CHpiper), 1,91 (d, J = 7,0 Hz, 

1H, C-NHpiper), 1,45 – 0,52 (m, 8H, CH2piper). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 169,99, 

161,95, 141,02, 140,14, 136,96, 133,96, 133,94, 129,19, 127,82, 126,16, 122,99, 118,14, 

115,45, 57,72, 55,27, 46,03, 45,94, 45,15, 44,41, 29,68, 25,81, 23,99. FTIR (cm-1): 3147, 

3047, 1658,1553, 1319, 1153, 1083, 832, 751. ESI HRMS cal, para C24H28N4O4S: [M + 

H]+ m/z 468,57, Achado 469,1865. Pureza: 85%. [α] D20 = 3,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de 

fusão: 148-150 °C. Sólido branco. Rendimento= 30%. 
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Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4c) 

 

Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4c) 

 

a, b c, d 

α 
β 
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Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidro-

quinolina-6-sulfonamida)propanamida (4c) 

 

Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidro-quinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4c) 
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Cromatograma de CLAE do 3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidro-

quinolina-6-sulfonamida)propanamida (4c) 

 

 

 

 

4d 

 

3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanamida 

(4d): RMN 1H(300 MHz, DMSO-d6) δ 12,95 (s, 1H, N-NH), 11,87 (s, 1H, C=ONHq), 9,95 

(s, 1H, CHc), 7,93 (d, J = 7,9 Hz, 1H, ArH),7,90 (s, 1H, C=ONH) 7,79 (d, J = 9,4 Hz, 1H, 

CHβ), 7,68 - 7,64 (m, 2H, ArH, SO2-NH), 7,35 (d, J = 8,5 Hz, 1H, ArH), 7,26 – 7,04 (m, 
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8H, 5-ArHfenil, 3-ArHindazol), 6,43 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CHα), 4,17 (s, 1H, CHquiral), 3,00 – 

2,74 (m, 2H, CHa e CHb de CH2). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 169,08, 162,26, 141,53, 

140,41, 137,50, 134,24, 133,66, 131,57, 129,79, 128,43, 127,50, 126,81, 123,25, 122,91 

(s), 120,77, 118,62, 115,97, 110,63, 110,22, 58,96, 38,97. FTIR (cm-1): 3368, 3271, 1742, 

1675, 1555, 1509, 1317, 1153, 1076, 953. ESI HRMS cal, para C25H21N5O4S: [M + H]+ 

m/z 487,53, Achado 488,1360. Pureza: 92%. [α] D20 = 2,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de 

fusão: 163-165 °C. Sólido rosa. Rendimento= 54%. 

 

Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4d) 

 

 

 

 

 

 

a, b 

α 
β 

c 
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Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4d) 

 

Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-

6-sulfonamida)propanamida (4d) 
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Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4d) 

 

 

 

 

Espectro de CLAE do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4d) 
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4e 

 

3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanamida 

(4e): RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,55 (t, J = 5,5 Hz, 1H, ArHpirid,), 8,44 (d, J = 4,2 

Hz, 1H, ArHpirid,), 7,92 (s, 1H, SO2-NH), 7,90 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CHβ), 7,61 (dd, J = 15,0, 

8,0 Hz, 2H, 1H-ArH, 1H-ArHpirid), 7,23 (dd, J = 13,8, 8,0 Hz, 2H, 1H-ArH, 1H-ArHpirid), 

7,12 (s, 5H, ArHfenil), 6,82 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH, ArH), 6,58 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHα), 

4,25 – 3,92 (m, 2H, CH2pirid), 3,57 (s, 1H, CHquiral), 2,90 (dd, J = 13,3, 6,0 Hz, 1H, CHa de 

CH2), 2,72 (m, 1H, CHb de CH2). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 170,45, 162,02, 157,77, 

148,63, 40,96, 140,17, 136,88, 136,54, 133,87, 129,22, 127,90 ,127,84 ,126,88, 126,21, 

122,94, 122,00, 120,46, 118,16, 115,55, 58,00, 43,98, 38,46. FTIR (cm-1): 3282, 3237, 

1743, 1684, 1652, 1549, 1512, 1329, 1151, 1059, 832, 751. ESI HRMS cal, para 

C24H22N4O4S: [M + H]+ m/z 462,52, Achado 463,1444. Pureza: 92%. [α] D20 = -10,00 

(c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 210-212 °C. Sólido branco. Rendimento= 25%. 
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Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4e) 

 

Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4e) 

 

 

a, b 

α 
β 
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Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidro-

quinolina-6-sulfonamida)propanamida (4e) 

 

 

 

Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4e) 
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Cromatograma de CLAE do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-

6-sulfonamida)propanamida (4e) 

 

 

 

 

 

 

4f 

 

 

N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanamida (4f): RMN 1H 

(300 MHz, DMSO-d6) δ  7,90 (s, 1H, SO2-NH ), 7,76 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHβ), 7,64 (d, J 
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= 8,6 Hz, 1H, ArH), 7,31 – 7,07 (m, 11H, 1H-ArH, 5H-ArHfenil, 5H-ArHanilina), 6,98 (t, J = 

6,9 Hz, 1H, ArH), 6,46 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHα), 4,16 – 4,11 (m, 1H, CHquiral), 2,93 (dd, J 

= 13,3, 5,4 Hz, 1H, CHa de CH2), 2,79 (dd, J = 13,6, 5,4 Hz, 1H, CHb de CH2). RMN 13C 

(75 MHz, DMSO-d6) δ 168,85, 161,85, 140,99, 139,87, 138,17, 136,88, 133,66, 129,24, 

128,37, 127,93, 127,82, 126,93, 126,33, 123,38, 122,77, 119,18, 118,11, 115,50, 58,38, 

38,34. FTIR (cm-1): 3313, 3262, 1744, 1674, 1659, 1548, 1512, 1324, 1151, 1064, 831, 

744. ESI HRMS cal, para C24H21N3O4S: [M + H]+ m/z 447,51, Achado 448,1321, Pureza: 

96%. [α] D20 = 6,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 161-163°C. Sólido branco. 

Rendimento= 56%. 

 

Espectro de RMN 1H do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanamida (4f) 

 

 

 

 

 

 

a, b 

β 

α 
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Espectro de RMN 13C do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanamida (4f) 

 

Espectro de infravermelho do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanamida (4f) 
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Espectro de HRMS do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanamida (4f) 

 

 

 

 

Espectro de CLAE do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) 

propanamida (4f) 
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4g 

3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanamida(4g): RMN 

1H (300 MHz, DMSO-d6) δ  8,38 (s, 1H, C=ONH), 7,93 (s, 1H, SO2-NH),  7,90 (d, J = 9,0 

Hz, 1H, CHβ), 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 1H, ArH), 7,27 (d, J = 8,9, 2H, ArH), 7.20 (s, 3H, 

ArHbenz), 7.12 (s, 5H, ArHfenil), 6.98 (s, 2H, ArHbenz), 6,60 (d, J = 9,5 Hz, 1H, 1H, CHα), 

4,18 – 3,90 (m, 3H, 2H-CH2benzil, , 1H-CHquiral), 2,87 (dd, J = 12,2, 4,3 Hz, 1H, CHa de 

CH2), 2,71 (dd, J = 12,9, 9,0 Hz, 1H, CHb de CH2). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 

170,17, 162,02, 140,99, 140,18, 138,51, 136,90, 133,96, 129,21, 128,10, 127,88, 126,95, 

126,68, 126,20, 122,97, 118,18, 115,55, 57,78, 42,02. FTIR (cm-1): 3310, 3255, 1734, 

1655, 1542, 1338, 1153, 1058, 832, 746. ESI HRMS cal, para C25H23N3O4S: [M + H]+ m/z 

461,53, Achado 462,1468. Pureza: 95%. [α] D20 = 2,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 

168-170°C. Sólido amarelo. Rendimento= 50%. 

Espectro de RMN 1H do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-

namida)propanamida (4g) 

 

a, b 

β 

α 
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Espectro de RMN 13C do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-

namida)propanamida (4g) 

 

Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-

namida)propanamida (4g) 
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Espectro de HRMS do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-

namida)propanamida (4g) 

 

 

 

Espectro de CLAE do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-

namida)propanamida (4g) 
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5a 

 

(S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanoíco (5a):  RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 7,74 (d, J = 7,2 Hz, 2H, ArH), 7,66 – 7,51 (m, 2H, ArH), 7,19 – 7,11 (m, 5H, ArHfenil), 

3,35 – 3,32 (m, 1H, CHquiral), 3,06 (dd, J = 13,3, 4,1 Hz, 1H, CHa de CH2), 2,92 (dd, J = 

13,3, 5,3 Hz, 1H, CHb de CH2). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 170,44, 140,21, 138,79, 

132,13, 130,05, 129,00, 127,42, 126,57, 125,49, 58,09, 38,20. FTIR (cm-1): 3440, 3145, 

1590, 1390, 1305, 1165, 1095, 970, 750, 685. ESI HRMS cal, para C15H15NO4S: [M - H]-  

m/z 304,35, Achado 304,0734. Pureza: 98%. [α] D20 = 43,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de 

fusão: 100-102 °C. Sólido branco. Rendimento= 65%. 

 

Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanóico (5a) 

 

 

a, b 
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Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanóico (5a) 

 

 

Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanóico (5a) 
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Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanóico (5a) 

 

 

 

Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanóico (5a) 
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5b 

 

(S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanoico (5b): RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) δ 

7,97 (d, J = 9,2 Hz, 1H, SO2-NH), 7,78 (d, J = 7,1 Hz, 2H, ArH), 7,62 – 7,51 (m, 3H, ArH), 

3,52 (dd, J = 9,1, 6,0 Hz, 1H, CHquiral), 1,93 (dq, J = 13,2, 6,6 Hz, 1H, CHisobut), 0,80 (dd, 

J = 8,5, 7,1 Hz, 6H, CH3). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,13, 141,08, 132,23 

,128,84,126,43, 61,23, 30,34, 18,91, 17,94. FTIR (cm-1):  3300, 1697, 1454, 1410, 1334, 

1164, 1087, 921. ESI HRMS cal, para C11H15NO4S: [M - H]-  m/z 256,31, Achado 

256,0750. Pureza: 98,5%. [α] D20 = 28,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 180-182 °C. 

Sólido branco. Rendimento= 80%. 

 

Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanóico (5b) 
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Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanóico (5b) 

 

 

 

Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanóico (5b) 
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Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanóico (5b) 

 

 

 

 

Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanóico (5b) 
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5c 

 

(S)-ácido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanoico (5c):  RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 10,41 (s, 1H, OH), 7,82-7,67 (m, 5H, ArH), 3,49 (dd, J = 9,2, 6,0 Hz, 1H, CHquiral), 2,09 

(s, 2H, CHa e CHb de CH2), 1,92 (m, 1H, CHisobut), 0,81 (dd, J = 9,6, 6,9 Hz, 6H, CH3). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,25, 169,21, 142,66, 134,71, 127,61, 118,39, 61,13, 

30,35, 24,07, 18,96, 17,83. FTIR (cm-1): 3240, 1709, 1628, 1550, 1444, 1314, 1247, 1165, 

1079, 903, 837, 726.    ESI HRMS cal, para C12H17NO4S: [M - H]-  m/z 270,33, Achado 

270,0933. Pureza: 97%. [α] D20 = -19,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 139-140 °C. 

Sólido branco. Rendimento= 75%. 

Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanóico (5c) 

 

 

 

a, b 
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Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanóico (5c) 

 

 

Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanóico (5c) 
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Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanóico (5c) 

 

 

 

Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanóico (5c) 
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5d 

 

(S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanoíco (5d): RMN 1H (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 10,81 (s, 1H, OH), 8,25 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 1H, SO2-NH), 7,64 (d, J = 7,7 Hz, 

2H, ArH), 7,54 – 7,50 (t, J = 6 Hz, 2H, ArHindol), 7,44 – 7,33 (m, 3H, ArH), 7,07 (m, 2H, 

ArHindol), 6,98 – 6,94 (t, J = 6 Hz, 1H, ArHindol), 3,98 (dd, J = 14,3, 6,9 Hz, 1H, CHquiral), 

3,11 (dd, J = 14,1, 6,4 Hz, 1H, CHa de CH2), 2,91 (dd, J = 14,1, 7,5 Hz, 1H, CHb de CH2). 

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,67, 140,93, 136,07, 132,07, 128,67, 126,94, 126,19, 

123,90, 120,88, 118,38, 117,84, 111,68, 108,70, 56,66, 28,31. FTIR (cm-1): 3385, 3300, 

1743, 1453, 1319, 1160, 1131, 1080, 932, 725. ESI HRMS cal, para C17H16N2O4S: [M - 

H]-  m/z 343,38, Achado 343,0925. Pureza: 96%. [α] D20 = -82,00 (c=0,1, MEOH). Ponto 

de fusão: 226 - 227 °C. Sólido cinza. Rendimento= 55%. 

Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanóico (5d 

 

a, b 



141 
 

Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanóico 

(5d) 

 

Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-

il)propanóico (5d) 
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Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanóico (5d) 

 

 

 

 

 

Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanóico (5d) 
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6a 

 

(S)-ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenilpropanoíco (6a): RMN 1H (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 10,25 (s, 1H, C=O-NH), 8,13 (d, J = 9,0 Hz, 1H, SO2-NH), 7,63 (d, J = 8,7 

Hz, 2H, ArH), 7,50 (d, J =8,8 Hz, 2H, ArH), 7,24-7,18 (m, 3H, ArHfenil), 7,13 (d, J = 6,8 

Hz, 2H, ArHfenil), 3,85 (td, J = 8,7, 6,2 Hz, 1H, CHquiral), 2,93 (dd, J = 13,7, 5,8 Hz, 1H, 

CHa de CH2), 2,71 (dd, J = 13,6, 8,8 Hz, 1H, CHb de CH2), 2,09 (s, 3H, CH3). RMN 13C 

(75 MHz, DMSO-d6) δ 172,26, 168,90, 142,53, 136,74, 134,60, 129,14, 128,11, 127,40, 

126,46, 118,24, 57,29, 24,10. FTIR (cm-1): 3360, 3290, 1730, 1660, 1590, 1535, 1325, 

1160, 1100, 975, 850, 835. ESI HRMS cal, para C17H18N2O5S: [M - H]-  m/z 361,40, 

Achado 361,1008. Pureza: 96%. [α] D20 = 3,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 199 - 201 

°C. Sólido branco. Rendimento= 65%. 
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Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenilpropanoíco 

(6a) 

 

Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenilpropanoíco 

(6a) 

 

a, b 
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Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-

propanoíco (6a) 

 

 

 

Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-propanoíco (6a) 
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Espectro de CLAE  do (S)-ácido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-propanoíco (6a) 

 

 

 

 

6b 

 

(S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutanóico (6b): RMN 1H (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 8,11 (d, J = 8,3 Hz, 1H, SO2-NH), 7,78 (d, J = 6,7 Hz, 2H, ArH), 7,70 – 7,47 

(m, 2H, ArH), 3,66 (dd, J = 14,6, 7,6 Hz, 1H, CHquiral), 1,70 – 1,47 (m, 1H, CHisobut), 1,46 

– 1,27 (m, 1,5H, CH3-C=O), 0,73 (dd, J = 37,0, 6,5 Hz, 6H, CH3). RMN 13C (75 MHz, 

DMSO-d6) δ 173,38, 141,11, 132,35, 128,90, 126,39, 53,94, 40,87, 23,81, 22,51, 20,96. 

FTIR (cm-1): 3363, 3249, 1714, 1590, 1543, 1330, 1158, 733, 690. ESI HRMS cal, para 

C13H18N2O5S: [M - H]-  m/z 313,36, Achado 313,0889. Pureza: 96,5%. [α] D20 = 59,00 

(c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 114 - 116 °C. Sólido branco. Rendimento= 82%. 
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Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutanóico 

(6b) 

 
 

 

Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutanóico 

(6b) 
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Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metil-

butanóico (6b) 

 

 

 
 

 

Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutanóico 

(6b) 
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Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutanóico (6b) 

 

 
 

 

6c 

 

Ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoíco (6c): RMN 1H (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 10,27 (s, 1H, C=O-NH), 7,95 (d, J = 8,8 Hz, 1H, SO2-NH), 7,71 (q, J = 8,8 

Hz, 4H, ArH), 3,64 (dd, J = 15,0, 8,5 Hz, 1H, CHquiral), 2,09 (s, 3H, CH3, CH3-C=O), 1,59 

(dt, J = 13,2, 6,7 Hz, 1H, CHisobut), 1,38 (t, J = 6,8 Hz, 2H, CHa, CHb de CH2), 0,76 (dd, J 

= 31,5, 6,5 Hz, 6H, CH3). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 173,28, 168,98, 142,64, 134,74, 

127,61, 118,29, 53,88, 40,92, 24,08 (s), 23,83 (s), 22,54, 21,02. FTIR (cm-1): 3329, 3153, 

1725, 1677, 1589, 1523, 1318, 1303, 1138, 1090, 830. ESI HRMS cal, para C14H20N2O5S: 

[M - H]-  m/z 327,38, Achado 327,1037. Pureza: 96%. [α] D20 = 22,00 (c=0,1, MEOH). 

Ponto de fusão: 105 - 106 °C. Sólido branco. Rendimento= 75%. 
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Espectro de RMN 1H do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoíco 

(6c) 

 

Espectro de RMN  13C do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoíco 

(6c) 

 
 

a, b 
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Espectro de infravermelho RMN do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-

4metilpentanoíco (6c) 

 

 

 
 

 

 

Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoíco 

(6c) 
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Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoíco 

(6c) 

 

 

 

6d 

Ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-propanoíco (6d): RMN 1H 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 10,84 (s, 1H, OH), 10,37 (s, 1H, C=ONH), 8,06 (d, J = 8,5 Hz, 

1H, SO2-NH), 7,67 (d, J = 8,8 Hz, 2H, ArH), 7,63 – 7,53 (m, 2H, ArH), 7,42 – 7,23 (m, 

2H, ArHindol), 7,12 – 7,01 (m, 2H, ArHindol), 7,00 – 6,89 (m, 1H, ArHindol), 3,93 (dd, J = 

15,2, 7,2 Hz, 1H, CHquiral), 3,07 (dd, J = 14,3, 6,8 Hz, 1H, CHa de CH2), 2,88 (dd, J = 14,4, 

7,3 Hz, 1H, CHb de CH2), 2,11 (s, 3H, CH3, CH3-C=O). RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6) δ 

173,01, 171,24, 169,44, 143,13, 136,54, 134,99, 127,91, 127,49, 126,59, 125,44, 124,33, 

121,62, 121,33, 119,07, 118,82, 118,73, 118,35, 111,89, 109,37, 107,17, 57,08, 53,12, 

28,84, 26,57, 24,59. FTIR (cm-1): 1681, 1589, 1529, 1398, 1317, 1152, 1089, 834, 740. 

ESI HRMS cal, para C19H19N3O5S: [M - H]-  m/z 400,44, Achado 400,1203. Pureza: 86%. 

[α] D20 = -142,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusão: 106 - 108 °C. Sólido cinza. 

Rendimento= 50%. 
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Espectro de RMN  1H  do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-

il)-propanoíco (6d) 

 
 

Espectro de RMN 13C do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-

propanoíco (6d) 

 
 

 

a, b 
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Espectro de infravermelho do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-

3-il)-propanoíco (6d) 

 

 
 

 

 

 

Espectro de HRMS do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-

propanoíco (6d) 
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Espectro de CLAE do (S)-ácido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-

propanoíco (6d) 
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analog. 2013. (Apresentação de Trabalho/Simpósio).

3. LIMA, E. J. C.; Tanabe, C.A.Y. ; Sá, M.M. ; Rangel- Yagui, C.O . Synthesis of cyclohexylethylphosphocholine- A novel
miltefosine analague. 2012. (Apresentação de Trabalho/Simpósio).

4. LIMA, E. J. C.; FUSCO, A. R. ; CONCEIÇÃO, E. C. ; LOPES, M. L. ; LIMA, K. V. B. ; SOUZA, M. . Caracterização Genética das
Espécies de Micobácterias não causadoras de Tuberculose identificadas no laboratório de Micobácterias do Instituto Evandro
Chagas, Belém, Pará.. 2009. (Apresentação de Trabalho/Seminário).

5. LIMA, E. J. C.; BRAGA, P.G.S. ; FURLANETO, I. P. ; BRITO, M. L. ; LOPES, M. L. ; LIMA, K. V. B. . Avaliação de Possíveis Rotas
de Transmissão da Tuberculose no Pará. 2008. (Apresentação de Trabalho/Simpósio).

1. LIMA, E. J. C.; CONCEIÇÃO, E. C. ; FUSCO, A. R. ; LOPES, M. L. ; LIMA, K. V. B. . Caracterização genética das espécies de
micobactérias não causadores de tuberculose identificadas no Laboratório de micobactérias do Instituto Evandro Chagas, Belém,
Pará.. 2009. (Relatório de pesquisa).

2.  LIMA, E. J. C.. Rotas de Transmissão da Tuberculose no Pará. 2008. (Relatório de pesquisa).

1. LIMA, E. J. C.. Participação em banca de Carla Ribeiro e Talita Carvalho.Uso de anticoncepcional hormonal e o aumento da
incidência de trombose. 2016. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades
Metropolitanas Unidas.

2. LIMA, E. J. C.. Participação em banca de Erika Yumi Kohari.Desenvolvimento de embalagem na indústria farmacêutica. 2016.
Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas.

3. LIMA, E. J. C.. Participação em banca de Fernanda Ferreira.Caracterização do Cluster biossíntetico da fenazina em
Streptomyces sp. CCMA CAAT 52. 2016. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das
Faculdades Metropolitanas Unidas.

4. LIMA, E. J. C.. Participação em banca de Nathalia dos Santos.Pênfigo bolhoso/ vulgar. 2016. Trabalho de Conclusão de Curso
(Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas.
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1. Seminários da Comissão de Pesquisa- "Desafios e Oportunidades no Planejamento de novos Fármacos. 2013. (Seminário).
2. Simpósio de Dendrímeros: Importância no contexto da nanotecnologia. 2012. (Simpósio).
3. I CONGRESSO PAN-AMAZÔNICO DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS. 2006. (Congresso).
4. MESA REDONDA SOBRE SEGURANÇA DO TRABALHO, VISANDO A SAÚDE DO TRABALHADOR. 2006. (Outra).
5. V CICLO DE CIÊNCIAS FARMACÊUTICAS. 2006. (Congresso).

1. Ediane Patricia P.C. Passos e Sandra Lucia G. Vasconcelos. Septicemia nas unidades de terapia intensiva. 2016. Trabalho de
Conclusão de Curso. (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

2. Mayara Cristina C. de Toledo e Tatiana M.C. Rodrigues. LSD1: Alvo epigenético para o tratamento do Câncer. 2016. Trabalho de
Conclusão de Curso. (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

3. Rodrigo Eduardo de Campos. Principais receptores e fatores de risco no Câncer. 2016. Trabalho de Conclusão de Curso.
(Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys Juliane Cardoso Lima.

4. Dayane Mello Santos e Risoneide Ferreira. A qualidade e importância do uso de protetores solares no Brasil. 2015. Trabalho de
Conclusão de Curso. (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

5. Daiane Figueiredo Lopes e Daniela Conceição Santos. Influência dos alimentos no processo de absorção de fármacos. 2015.
Trabalho de Conclusão de Curso. (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas.
Orientador: Elys Juliane Cardoso Lima.

6. Emily Holey Rodrigues. Atenção Farmacêutica no Sistema Único de Saúde (SUS): Da Filosofia à Prática. 2015. Trabalho de
Conclusão de Curso. (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

7. Camila Spachi Aiello e Márcia Maria de Souza. A Importância do Farmacêutico na Gestão das Farmácias de Manipulação
Veterinária. 2015. Trabalho de Conclusão de Curso. (Graduação em Farmácia) - Centro Universitário das Faculdades
Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys Juliane Cardoso Lima.
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Graduação: Farmacêutico - Universidade Federal do Pará - Brasil - 2009

Mestrado: Mestra em Ciências - Área: Insumos Farmacêuticos - Faculdade de Ciências
Farmacêuticas - Universidade de São Paulo - São Paulo - Brasil - 2014

Curso: Doutorado
Programa: Farmácia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Área: Toxicologia
Data de Matrícula: 15/02/2016
Início da Contagem de Prazo: 15/02/2016
Data Limite para o Depósito: 09/06/2021

Orientador: Prof(a). Dr(a). Ernani Pinto Junior - 07/03/2018 até 07/08/2018. Email: ernani@usp.br
Orientador: Prof(a). Dr(a). Gustavo Henrique Goulart Trossini - 08/08/2018 até o presente. Email:
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Proficiência em Línguas: Inglês, Aprovado em 15/02/2016

Prorrogação(ões): 120 dias
Período de 09/02/2021 até 09/06/2021
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Estágio no Exterior: Fachhochschule Münster, Alemanha - Período de 01/04/2018 até 31/03/2019

Data do Depósito do Trabalho:
Título do Trabalho:

Data Máxima para Aprovação da
Banca:
Data de Aprovação da Banca:

Data Máxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histórico de Ocorrências: Primeira Matrícula em 15/02/2016
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Sigla Nome da Disciplina Início Término Carga
Horária Cred. Freq. Conc. Exc. Situação

FBC5793-
12/3 Tópicos em Análises Clínicas I 08/03/2016 20/06/2016 15 1 100 A N Concluída

QFL5933-
10/1

Fundamentos da Química Orgânica (Instituto de
Química - Universidade de São Paulo) 14/03/2016 26/06/2016 150 10 100 C N Concluída

FBF5824-
1/1

Introdução à Modelagem Molecular como
Ferramenta no Estudo e Desenvolvimento de
Moléculas Bioativas

04/07/2016 24/07/2016 90 6 100 A N Concluída

FBC5757-
7/1 Tópicos em Fisiopatologia e Toxicologia II 02/08/2016 14/11/2016 15 1 100 A N Concluída

FBC5792-
4/1 Tópicos em Fisiopatologia e Toxicologia III 07/03/2017 19/06/2017 15 1 89 B N Concluída

QFL5925-
6/3

Prática de Ensino de Química (Instituto de Química
- Universidade de São Paulo) 20/03/2017 02/07/2017 45 3 90 A N Concluída

FBC5766-
6/1 Tópicos em Fisiopatologia e Toxicologia IV 15/08/2017 27/11/2017 15 1 85 B N Concluída

Créditos mínimos exigidos Créditos obtidos
Para exame de qualificação Para depósito de tese

Disciplinas: 0 20 23
Estágios:
Total: 0 20 23

Créditos Atribuídos à Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferência.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.
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