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RESUMO

LIMA, E. J.C. Inibidores de Desmetilase Lisina-Especifica 1 (LSD1) como candidatos a
agentes antineoplasicos. 2021. 155f. Tese (Doutorado)- Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021.

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo sendo, atualmente, a segunda
principal causa de morte, perdendo apenas para as doengas cardiovasculares, tornando-se um
grande desafio para as autoridades de satde publica. No Brasil sdo estimados 625000 novos
casos desta enfermidade para o triénio de 2020-2022. Nesse cenério, vérios alvos
epigenéticos sdo considerados alternativas no desenvolvimento de inibidores para a terapia
do cancer devido serem identificados e relacionados com a carcinogénese, incluindo
modificacdes no perfil de metilacdo do DNA e modificacdes de histonas como a metilacéo,
acetilacdo e fosforilagdo. Dentre estas modificacdes, a metilacdo de histonas é regulada
reversivelmente por histonas metiltransferases e desmetilases. A enzima desmetilase lisina-
especifica 1 (LSD1) foi a primeira histona desmetilase caracterizada e catalisa a remocéo
de grupos metila das lisinas 4 e 9 da histona H3 (H3K4 e H3K?9), utilizando o FAD como
cofator. Superexpressa em varios tumores de alto risco e tendo seus niveis correlacionados
com a reincidéncia do tumor durante o tratamento, a LSD1 apresenta papel fundamental na
tumorgénese. Portanto, tem sido considerado um alvo biolégico promissor no
desenvolvimento de novos farmacos para terapéutica contra o cancer. Sendo assim, neste
trabalho, a partir de dados de triagem virtual baseado neste alvo bioldgico, selecionou-se
um hit, o qual foi utilizado como prot6tipo para o planejamento de analogos visando
melhorar as caracteristicas farmacolégicas, pois possuem grupos quimicos passiveis das
mesmas interacdes com o alvo. Foram sintetizadas 16 moléculas, sendo 7 compostos finais
inéditos derivados carboxamidicos e 9 derivados sulfonamidicos. Todos 0s compostos
foram caracterizados por RMN (*H e 3C), espectrometria de massas de alta resoluc&o,
espectroscopia de infravermelho, ponto de fusdo, polarimetro e a pureza dos compostos foi
avaliada por CLAE. Os compostos finais foram submetidos ao ensaio enzimatico frente a
LSD1, acoplado a Enzima Horseradish Peroxidase (EHP), mostrando que apenas o
composto 4g apresentou atividade inibitoria de 64% e 57% em 50 uM e 500 uM
respectivamente. No ensaio de viabilidade celular na linhagem HEL (linhagem leucémica)
0s 16 compostos (4a- 4g, 5a-5d e 6a-6d) apresentaram-se ativos com valores de Clso na
faixa de 5,3 uM a 20,25 uM. Os compostos mais potentes foram os 4e (Clso=6,9 uM), 5d
(Cls0=5,30 uM) e 6a (Clso=6,61 uM), evidenciando que os compostos possuem elevada
poténcia, tornando-se moléculas promissoras em linhagens leucémicas. Os estudos de
ancoramento molecular com a LSD1 sugeriram gue a mudanca de orientacdo do composto
4g, permitiu que o grupo benzila da por¢do benzilamida faca interacdo com os residuos
PHES560 e TYR807 no bolso hidrofébico, o que possivelmente acarretou um bloqueio na
entrada da cavidade, permitindo a inibigdo pelo composto.

Palavras-chave: Cancer; LSD1; Sintese; Ensaio enzimatico; 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 Sdo Paulo, Séo 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 demethylasel (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 (*H and ®3C), 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 uM and 500 uM
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 1C 50 values in the range of 5.3 uM to 20.25
uM. The most potent compounds were 4e (CI50 = 6.9 uM), 5d (CI50 = 5.30 uM) and 6a
(CI50 = 6.61 uM), 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 TYRB807 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. INTRODUCAO

1.1 Cancer

No modelo da oncogénese, 0 cancer surge a partir de células que sofrem mutacbes
ou alteracbes 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 secundarios em uma parte do corpo que esta
longe do céancer primario original é denominado metéstase, caracteristica central da
malignidade do cancer e responsavel pela principal causa de morte para > 90% dos
pacientes com a doenca (FARES et al., 2020).

As alteracOes que levam ao cancer podem ser resultado de uma variedade de fatores,
tanto intrinsecos, como mutac6es genéticas herdadas ou erros aleatorios na replicacdo do
DNA, quanto extrinsecos, como estilo de vida (tabagismo e obesidade), dano e
instabilidade genética induzida por radiagdo, substancias quimicas ou por infeccdo viral e
o envelhecimento (ACS, 2020; INCA, 2020; FARES et al.,, 2020; HANAHAN,
WEINBERG, 2011).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam o céancer sendo
responsavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018 e juntamente com a sua Agéncia
Internacional de pesquisa em cancer (IARC, acrénimo de International Agency for
Research on Cancer) estimam 21,5 milhGes o nimero de novos casos para 2025 podendo
chegar a 29,5 milhdes em 2040 (WHO, 2020).

No Brasil, segundo o Ministério da Satde, o cancer € um dos principais problemas
de salde publica e ja esta entre as quatro principais causas de morte prematura (antes dos
70 anos de idade) (INCA, 2020).

O Instituto Nacional de Céancer (INCA) estimou que para o triénio 2020-2022,
havera ocorréncia de aproximadamente 625 mil novos casos de cancer, sendo o de pele do
tipo ndo melanoma (177 mil casos novos) o mais incidente na populacdo brasileira, seguido
pelos tumores de prostata e mama (66 mil cada), célon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e
estbmago (21 mil) (Figura 1A). Os tipos mais frequentes em homens serdo prdstata
(29,2%), colon e reto (9,1%), pulméo (7,9%), estdbmago (5,9%) e cavidade oral (5,0%). Nas
mulheres, os canceres de mama (29,7%), colon e reto (9,2%), colo do utero (7,4%), pulméo

(5,6%) e tireoide (5,4%), a excecdo do cancer de pele ndo melanoma em ambos 0s sexos,
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como podemos observar na Figura 1B. O cancer de pele ndo melanoma representara 27,1%
e 29,5% de todos os casos de cancer em homens e em mulheres respectivamente (INCA,
2020).

Em contrapartida, o Sistema Unico de Saude (SUS) dispde de estrutura limitada
para absorver e tratar adequadamente todos esses novos casos. Os gastos do governo com
assisténcia oncoldgica no pais aumentaram mais de 100% em 7 anos, passando de R$ 2,1
bilhdes (em 2010) para R$ 4,5 bilhGes (em 2017). Esses valores referem-se apenas aos
gastos diretos aplicados na atencdo oncologica que englobam cirurgias, radioterapia e
quimioterapia (INTERFARMA, 2019; Data-SUS, 2017).

Figura 1.A. Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes na populacdo brasileira. B.
Distribuicdo proporcional por sexo dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil. Ambos
o0s dados estimados para 2020-2022 (INCA, 2020).
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Face ao exposto, 0 aumento no numero de individuos acometidos por cancer,
somados a tendéncia de envelhecimento da populacdo e os elevados custos da terapia
antineoplasica, vém despertando cada vez mais o interesse de pesquisadores nessa area. O
reflexo da busca de antineoplasicos mais eficazes pode ser observado em dados publicados
pelo FDA (Food and Drug Administration), que apontam que 41% dos farmacos aprovados
no primeiro semestre de 2020 foram destinados ao tratamento do cancer (FDA, 2020). Em
vista das limitagdes terapéuticas devido a alta toxicidade e baixa seletividade dos farmacos
utilizados para o tratamento do cancer € necessario a busca por moléculas bioativas, que
apresentem melhor espectro de acdo, eficacia contra tumores resistentes aos farmacos
disponiveis e, ainda, que melhorem a tolerabilidade ao tratamento (PUSHPAKOM et al.,
2019; ROSNER et al., 2011).

1.2 Epigenética e o cancer

O termo epigenética surgiu na metade do século XX apds estudos correlacionando
bases genéticas e embrioldgicas. O prefixo epi, do grego por cima, apresenta uma forma
de heranca que se sobrepbe a heranca genética com base no DNA (&cido
desoxirribonucleico, do inglés deoxyribonucleic acid). Epigenética investiga,
principalmente, os papeis funcionais e hereditarios do gene que ndo sdo acompanhadas por
alteracdes da sequéncia primaria de DNA. Sendo assim, o feno6tipo de um organismo pode
ser alterado mesmo ndo havendo mutagcdes na sequéncia génica, apenas por meio da
regulacdo da expressao desses genes (QUAGLIANO et al., 2020; ZHENG et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2010, ESTELLER, 2007).

As constantes alteracdes extremas no microambiente celular necessitam de
mecanismos para adaptacdo as novas realidades metabdlicas e de espaco. Nesse contexto,
as alteracdes epigenéticas mostram-se importantes para esse processo, tendo em vista que
apresentam aspectos importantes como seu potencial de herdabilidade, estabilidade a longo
prazo e plasticidade. Assim, mecanismos epigenéticos proporcionam meios moleculares
para reagir as modificagdes ambientais com mudangas estaveis de expressdo génica
(BISWAS; HOA, 2018; BHAT et al., 2015, DUPONT et al., 2009).

Os mecanismos epigenéticos sdo descritos por uma variedade de processos,
incluindo metilacdo do DNA, modificacOes de histonas e RNAs (&cidos ribonucleicos, do
inglés ribonucleic acids) ndo codificantes, como 0s microRNAs (miRNAS) que sdo

mecanismos chaves associados a iniciagdo do tumor, progressdo do cancer e metastase
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(Figura 2). Estas alteracdoes funcionam em conjunto para regulacdo do funcionamento do
genoma, alterando a dindmica estrutural da cromatina e, principalmente, regulando sua
acessibilidade e compactacdo (QUAGLIANO et al., 2020; BISWAS; HOA, 2018;
SHARMA et al., 2010, DUPONT et al., 2009).

Figura 2. Mecanismos epigenéticos: metilagdo do DNA, modificacdo das histonas e RNA
ndo codificante. DNA metiltransferase (DNMT) estdo envolvidas na metilacdo do DNA
nas ilhas CpG (Citosina/fosfato/Guanina). HMT (Histona metiltranferase) e HDM (Histona
desmetilase) estdo envolvidas na metilacdo e desmetilacdo das histonas, HAT (Histona
acetiltransferase) e HDAC (Histona desacetilase) estdo envolvidos na acetilacdo e
desacetilacdo de histonas respectivamente, todas reponsaveis pela remodelacdo da
cromatina, ativando e inativando genes. Os microRNAs estdo envolvidos no controle pds-
transcricdo dos genes.

Mecanismos Epigenéticos
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Metilagdes no Modificagdes na RNAs ndo
DNA Histona codificantes
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Proteina

Adaptado de CHATURVEDI, TYAGI, 2014.

No contexto tumoral, observa-se alteragcbes nos padrdes de metilagcdo, podendo
haver aumento ou diminuic¢do; modificacdo na configuracéo das histonas, o que resulta na
alteracdo da acessibilidade ao genoma e modificacdo na expressao de alguns genes, devido
aos eventos de imprinting genémico; bem como expressao diferencial de microRNAS
(miRNA). Assim, 0s mecanismos epigenéticos atuam para a tumorigénese, sendo de
grande importancia para compreender, ndo apenas as mudancas genéticas, mas também as
modificacdes no epigenoma das células tumorais (CHENG et al., 2019; FLAVAHAN et
al. 2017; ZHENG et al., 2015, SHARMA et al., 2010).
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A importancia dos processos epigenéticos tem sido fortemente enfatizada pelo
crescente nimero de falhas reportadas em estudos relacionados a tumorigénese. Nestas
observacdes, as alteracdes epigenéticas foram identificadas em varios tipos tumorais, entre
eles, cancer de célon, endometrio, hepaticos, do sistema nervoso, de mama, es6fago,
bexiga, pele, leucemias, entre outros (FLAVAHAN et al. 2017, FU et al., 2017;
H@JFELDT et al., 2013)

Estudos publicados por FLAVAHAN e colaboradores 2017, descrevem que 0
modelo mecanistico geral para a epigenética do cancer, parte da ideia primordial que a
genetica especifica, fatores ambientais e estimulos metabolicos perturbam o equilibrio
homeostatico da cromatina, fazendo com que ela se torne anormalmente restritiva ou
permissiva para expressao de genes (FLAVAHAN et al., 2017). Tais estimulos podem
atuar em uma célula pré-maligna, para promover a iniciacdo tumoral e/ou em uma célula
maligna, para acelerara evolucéo do tumor e adaptacdo. Este modelo pode explicar diversos
estimulos oncogénicos cujos efeitos sdo mediados através dessas alteracdes da cromatina.
A acdo em conjunto de tais estimulos sugere que as alteracfes epigenéticas contribuam
para diversos aspectos da biologia do cancer (CHENG et al., 2019; FLAVAHAN et al.,
2017; HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN; WEINBERG, 2000).

1.2.1 Mecanismos epigenéticos e a carcinogénese

A carcinogénese € um processo cumulativo e microevolutivo, no qual ha a perda do
controle do ciclo celular, resultando em capacidade de proliferacdo descontrolada, fendtipo
invasivo e, muitas vezes, resisténcia a uma grande variedade de farmacos citotdxicos. Ha,
portanto, uma coocorréncia 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 metilacdo do DNA ocorre na presenca de uma familia
de enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMT), as quais catalisam a
transferéncia 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
homocisteina. No processo de carcinogénese o perfil de metilacdo de células neoplésicas,
no geral, é marcado por hipometilacdo ao longo do genoma (gera o crescimento
desordenado das células pelo favorecimento da transcricdo dos proto-oncogeneses) e
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hipermetilacdo em regides promotoras (silenciamento de genes supressores de tumor),
combinando-se com a presenca de um padrdo exacerbado de modificagdo de histonas
(ARISTIZABAL, et al., 2019; BISWAS; RAO, 2017; HAJFELDT et al., 2013, LODI et
al., 2012, DE OLIVEIRA et al., 2012, RELTON, 2010).

A estrutura primaria da cromatina e o posicionamento dos nucleossomos sao
especificos de cada tipo celular, e estes fatores influenciam na suscetibilidade de mutacéo
do DNA em locais especificos (hotspots), evento relevante para a progressao tumoral
(ARISTIZABAL, et al., 2019; FERRARO, 2016).

Um outro mecanismo de modificacdo epigenética observado no cancer sdo as
alteracBes pos-traducionais das histonas. As histonas sdo proteinas associadas as moléculas
de DNA e que determinam o grau de compactacdo da cromatina, podendo ser metiladas,
acetiladas, fosforiladas, ubiquitadas e sumoiladas (Figura 3A). A metilacdo de histonas
ocorre em residuos de lisina e arginina, sendo esta modificacdo catalisada por histonas
metiltransferases. Um dos eventos caracteristicos é a deplecdo de histonas com marcas
repressivas, como a trimetilagdo da lisina 20 da histona H4 (H4K20me3) ocasionando a
perda de heterocromatina nessas regides (Figura 3A). Geralmente, essas alteracdes nos
padrdes de modificacdo das histonas foram relatadas em uma variedade de tumores e
correlacionadas com o estagio do tumor e progndstico (PARK et al., 2019; HAJFELDT, et
al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2012; KOUZARIDES, 2007).

Figura 3. Niveis de organizacao da cromatina. A. Histonas sdo as principais proteinas que
compdem o nucleossomo determinando o grau de compactagdo da cromatina.
Duas histonas de cada classe (H2A, H2B, H3 e H4) unem-se para dar origem a um
nucleossoma, em associagdo com o DNA. B. Alteracdes pos-traducionais das histonas
ocorrem por mecanismo de modificacdo epigenética.
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Anteriormente acreditava-se que a metilacdo de histonas seria uma marcagao
epigenética permanente, sendo apenas removida em condi¢fes especificas como a
replicagdo do DNA. Entretanto, esse entendimento mudou com a demonstracdo que a
Desmetilase Lisina-Especifica 1 (LSD1) promove a desmetilacdo das lisinas 4 e 9 da
histona H3. A metilacdo de lisinas em histonas, portanto, pode ser regulada dinamicamente
por meio do recrutamento de metiltransferases e desmetilases, de maneira similar a
acetilagéo de histonas. No entanto, a desregulacdo da acetilagdo e da metilagdo em histonas
leva ao silenciamento de genes supressores de tumor ou a ativacao de genes pré-oncogenes
contribuindo para a progresséao do cancer (ARISTIZABAL, etal., 2019; CHEN et al., 2012;
YANG et al., 2007).

No que diz respeito aos miRNAs, sdo curtos (~22 nucleotideos), de fita simples e
sdo RNAs ndo codificantes que interagem com proteinas para formar complexos de
silenciamento induzidos por RNA, no qual regulam mRNAs por meio da degradacédo ou
inibicdo de sua traducdo em proteinas (BITETTI et al., 2018). Alguns miRNAS ja possuem
sua capacidade oncogénica bem estabelecida, como 0 miR-21 para o cancer de mama,
cervical, glioblastoma e cancer pancreatico e 0 miR-155 para linfomas. Sendo assim, pode-
se sugerir que o perfil de expressao de miRNAS possa ser uma maneira mais precisa de
classificar tumores, se comparado com o perfil de expressdo génica (ABBA et al., 2017).

Sendo assim, com 0 avanc¢o no entendimento dos mecanismos epigenéticos e sua
relacdo com o cancér, em especifico a comprovacao que as alteracdes pds-traducionais das
histonas séo reguladas dinamicamente, a LSD1 vém demonstrando evidéncias crescentes
que a desregulacdo da sua funcdo possui um impacto significativo sobre a carcinogénese.
Neste contexto, a LSD1 é considerada alvo promissor para terapia oncoldgica (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 cancer

A Desmetilase Lisina-Especifica 1 (LSD1) foi a primeira desmetilase de histona a
ser identificada. E uma proteina nuclear (852 aminoacidos) da familia das amino oxidases
dependentes de FAD (flavin adenine dinucleotide) que participa da regulacéo epigenética
da expressao génica (SHI et al., 2004).

A estrutura da LSD1 consiste em 3 dominios maiores: o dominio N-terminal

SWIRM, o dominio amino oxidase C-terminal (dominio C-terminal AOL) e o dominio
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torre helicoidal (dominio TOWER), esse indispensavel para a atividade catalitica da LSD1
(Figura 4). A LSD1 requer o co-repressor COREST, o qual interage com o dominio “torre”,
para desmetilar as lisinas di- e monometiladas da histona H3 no nucleo (CHEN et al.,
2012).

Figura 4. A. Estrutura cristalografica da LSD1 complexada com seu cofator FAD. Cddigo
do PDB (Protein Data Bank: 2HKO). B. Interpretacdo da estrutura da LSD1. Vermelho:
FAD; verde: dominio N-terminal SWIRM; azul claro e escuro: dominio amino oxidase C-
terminal (dominio C-terminal AOL) e seus 2 subdominios; amarelo: dominio torre
helicoidal (dominio TOWER); cinza: regido N-flexivel e C-terminal (CHEN et al., 2006).
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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 bioldgicos e patolégicos
como o cancer (GANESAN et al., 2019; FU et al., 2017; CHEN et al., 2012; HOFFMANN
etal., 2012).

Figura 5. Mecanismo catalitico de LSD. Durante a reacdo, cada ciclo catalitico elimina o
grupo metil e produz uma molécula de formaldeido e H2O, (peroxido de hidrogénio),
respectivamente, enquanto consomem O. O oxigénio molecular ¢ utilizado como aceptor
de elétrons oxidando o grupo metil. O cofator FAD, ligado a proteina LSD1, é submetido
a reducdo de dois eléctrons por oxidacdo do substrato. A forma oxidada do FAD é
restaurado pelo oxigénio molecular para gerar peroxido de hidrogénio (ZHEN et al., 2015).
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Lian e colaboradores descobriram que a LSD1 promove a tumorigénese e prevé
progndstico no cancer da vesicula biliar. A mesma foi, ainda, encontrada superexpressa em
certos tumores de alto risco e esses niveis estdo correlacionados com a reincidéncia do
tumor durante o tratamento (LIAN et al., 2015; KAHL et al., 2006; METZGER et al.,
2005). A nivel celular , a superexpressao de LSD1 no carcinoma da prostata € o suficiente
para promover a transcricdo dependente de Receptor Androgénico (RA) mesmo na
auséncia de androgénios (KAHL et al., 2006) .

Estudos de Huang e colaboradores demonstraram que o gene p53, responsavel pela
supressdo de tumor e ativador da transcricao, € regulado por inimeras modificacGes pos -
traducionais, incluindo a metilagdo da lisina. Conforme dados deste estudo, a LSD1
interage com o0 p53 para reprimir a ativagdo da transcricdo mediada pelo mesmo e inibir o
seu papel na promocao da apoptose (CHEN et al., 2012; HUANG et al. 2007).

Além disso, uma nova area na pesquisa do cancer é o estudo das células-tronco
cancerosas (CSCs) e as implicagdes translacionais para as supostas terapias epigenéticas
direcionadas contra elas. Considerando que a LSD1 desempenha um papel de modulacao,
expressdo e proliferacdo 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 estd envolvida na regulacdo de CSCs em diferentes
leucemias e tumores sélidos. Contudo, 0s mecanismos precisos que a LSD1 usa para
mediar seus efeitos sobre o cancer sdo ainda desconhecidos (KARAKAIDOS et al., 2019).

Assim, a LSD1 encontra-se com niveis alterados em varios tipos de cancer e
apresenta um importante papel na carcinogése. Portanto, apresenta-se como alvo
terapéutico promissor para o tratamento do cancer (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 oncoldgica

As enzimas desmetilase lisina-especifica (LSD1 e LSD2), compartilham o dominio
amino oxidase com um grande namero de familias oxidases, incluindo as poliamino
oxidases e monoamino oxidases A e B (MAO-A e MAO-B), estas Ultimas apresentam
identidade estrutural de 17,6% com a LSD1 (YE et al., 2014).

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

ndo sdo totalmente idénticos. Curiosamente, estudos estruturais de LSD2 em complexos
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com a NPAC (proteina de multiplos dominios) demonstraram que a mesma possui dois
locais de ligacéo que, juntos, interagem com a cauda da histona 3 e, ao contrario da LSD1,
a atividade do nucleossomo - desmetilase do LSD2 depende da proteina NPAC. Sendo
assim, LSD1le LSD2 sdo histonas demetilases homdlogas com resultados bioldgicos
diferentes relacionados ao silenciamento da cromatina e ao alongamento da transcricao,
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 sdo descritos como inibidores irreversiveis (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 acdo na LSD1. Concentracao inibitéria maxima (Clso)
e Ki= Constante de inibicdo (ZHENG et al., 2015).
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A 2-PCPA liga-se covalentemente com o FAD dentro da cavidade reativa da LSD1
devido a abertura de seu grupo ciclopropil gerando espécies radicalares que formam uma
ligacdo covalente com o cofator FAD (Figura 7). Dessa forma, o mecanismo de inibi¢cdo
da LSD-1 pela 2-PCPA é irreversivel. No entanto, devido a limitacdo da sua poténcia e
falta de selectividade, este composto ainda permanece em estudo clinico e avaliacdo no
tratamento combinado com ATRA ( &cido trans-retindico) e azacitidina para terapia do
cancer (DAI et al., 2020; FANG et al., 2019; ZHENG et al., 2015). Sendo assim, ha um
consideravel interesse de industrias farmacéuticas em desenvolver inibidores especificos e
reversiveis para esse alvo (FANG et al., 2020, FANG et al., 2019; ZHANG et al., 2020;
HBJFELDT 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 inibicdo da LSD-1 pela tranilcipromina.
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Adaptado de ZHENG et. al, 2015.
Diversos inibidores de LSD1 ja foram reportados, entre eles andlogos de 2-PCPA,

peptideos, hidrazidas, aminotiazoles, feniloxazoles, amidoximas, triazol-ditiocarbamato,
poliaminas biguanida, tiazol sulfonamidas, bisguanidina e derivados de produtos naturais.
Estes ultimos inibidores podem ser divididos, principalmente, em 4 categorias incluindo
peptideos ciclicos, alcaléides de protoberberina, polifendis e compostos carbonilicos a, -
insaturados (FANG et al., 2020; ZHEN et al., 2015). Alguns desses inibidores promovem
inibicbes com elevada poténcia, em escala nanomolar. No entanto, apresentaram em
ensaios clinicos 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 estdo em avaliacdo clinica para terapia do
cancer séo 2-PCPA, iadademstat (ORY-1001), GSK-2879552, bomedemstat (IMG-7289),
INCB059872 (estrutura ndo revelada), CC-90011, vafidemstat (ORY-2001), seclidemstat
(SP-2577) e SP-2509, particularmente para cancer de pulméo de pequenas células (SCLC),
leucemia mieloide aguda (AML), tumores sélidos avancados e para Sarcoma de Ewing
(Figura8) (DAl 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 clinicos. A. inibidores irreversiveis. B. inibidores
reversiveis. Clso= Concentracédo inibitoria maxima. ND=ndo descrito.
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Descobertas relacionadas a compostos capazes de inibir de forma reversivel a LSD1
(naturais ou ndo naturais) ainda sdo desafiadoras, visto a natureza ndo-funcional da regido
de ligacdo do substrato. Contudo, fica evidente a relevancia da LSD1 como alvo
epigenético, visto os resultados da atividade antitumoral, porém a utilizacdo de inibidores
desta enzima como terapéutica ainda é um obstaculo, mesmo com a evidéncia do elevado
potencial que este alvo possui em ser utilizado. Assim, estratégias de planejamento racional
podem ser propostas para sintese de novas entidades quimicas, com objetivo de atingir
melhores perfis farmacocinéticos e farmacodinamicos (SOLDI et al., 2020; FANG et al.,
2020; GANESAN et al. 2019; FU et al., 2017; WERMUTH, 2008).

1.4 Planejamento de farmacos

As estratégias de planejamento racional e desenvolvimento de candidatos a
farmacos fundamentam-se no conhecimento prévio do processo fisioldgico envolvido no
surgimento da doenca e na selegédo 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, trés estratégias principais

podem ser tragadas: 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 auxilio de abordagens e formalismos
do planejamento racional auxiliado por computador (CADD, Computer-Assisted Drug
Design) que visam aperfeicoar o processo de descoberta e obtencéo 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 farmacos.
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Neste contexto, o planejamento auxiliado por computador, promove a redugéo de
tempo e menores gastos no processo de planejamento desses compostos. Dentre 0s métodos
do CADD estdo o ancoramento molecular (docking) e a triagem virtual (virtual screening)
que foram as técnicas abordadas neste trabalho. Ressalta-se, contudo, que em todos 0s
casos, as propriedades bioldgicas devem ser determinadas experimentalmente, sendo
necessario a utilizacdo 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 avancos tanto em algoritmos e hardwares como na disponibilidade de
bibliotecas de compostos publicas e privadas, os métodos de triagem virtual foram
melhorados de forma a permitir a busca e selecdo in silico de um ndmero limitado de
candidatos com potencial atividade frente a um alvo biologico (DE SOUSA et al., 2020;
FRADERA & BABAOGLU etal., 2017; LEMKE et al., 2008).

Basicamente, o protocolo experimental da triagem virtual pode ser descrito da
seguinte forma: (1) Construcao dos bancos de dados virtual de compostos; (2) Geragédo dos
parametros de busca do banco de dados, seja do modelo farmacoférico (triagem virtual
baseado no ligante) ou das regides de interacdo do receptor (triagem virtual baseada na
estrutura da proteina); (3) Realizar a busca por compostos lideres nos bancos de dados; (4)
Selecdo de hits (compostos que atendem aos parametros do modelo) baseada em critérios
definidos; (5) Validacdo dos hits via ensaios in vivo/in vivo; (6) Otimizacdo do composto
lider virtual e experimentalmente para melhorar sua atividade biologica (FRADERA &
BABAOGLU et al., 2017; LEMKE et al., 2008).

Portanto, essa abordagem foi utilizada na selecdo do protétipo deste projeto, o que

possibilitou nortear o planejamento estrutural dos analogos propostos.

1.4.2 Ancoramento Molecular (docking)

Ancoramento molecular (docking) é outra abordagem importante no processo de
identificacio de compostos ativos (hits). Esta técnica permite avaliar a
complementariedade entre determinado alvo molecular e o ligante e, por meio de fungdes
de ranqueamento, pontuar os de maior afinidade em relacéo a biomacromolécula alvo. Este
método de modelagem molecular consiste na previsdo do modo de liga¢do de uma pequena
molécula (ligante, inibidor) na regido do sitio de interacdo de um alvo molecular e na
quantificacdo, de modo tedrico, da afinidade de ligacédo/interacdo 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 investigacdo: (i) a
escolha de um algoritmo que explore de maneira eficaz uma complexa hipersuperficie de

energia para prevera conformacéo e a orientacdo de uma molécula ligante em relacéo ao
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sitio de interacdo da biomacromolécula alvo; (ii) previsao da afinidade de ligacdo de um
complexo alvo-ligante, ou seja, o desenvolvimento de um modelo de avaliacdo da energia
livre de interacdo de Gibbs (AG) (fungdo scoring), que seja computacionalmente viavel,
para discriminar de forma confiavel diferentes modos de ligagdo do mesmo ligante e/ou
para determinar entre dois ligantes distintos aquele com maior afinidade de ligacdo em
relacdo ao alvo molecular (PINZI, RASTELLI, 2019; KITCHEN et al., 2004).

Portanto, o desenvolvimento de estudo de ancoramento molecular neste projeto foi
relevante para a avaliagdo de complementaridade entre os compostos inibidores propostos
e o sitio catalitico de LSD1, permitindo entender e elucidar as interacdes moleculares que
contribuiriam a acdo dos compostos, além de fornecer subsidios para o planejamento de

noVos e potenciais agentes antitumorais.

1.4.3 Avaliacdo biologica

Na avaliacdo biologica varios ensaios moleculares, celulares e de animais sdo
utilizados para definir a atividade e a seletividade do futuro candidato a farmaco. O tipo e
0 numero de testes iniciais dependem do objetivo farmacoldgico buscado. No geral, as
moléculas também podem ser estudadas para avaliar variedade de outras acdes, a fim de
estabelecer o0 seu mecanismo de acdo e seletividade. Isso tem a vantagem de demonstrar
efeitos tdxicos inesperados e, em certas ocasides, revelar uma acdo terapéutica ndo prevista
anteriormente (KANCHARLA et al., 2020; SCAPIN et al., 2018; HUGLES et al., 2011;
BARREIRO, 2002).

1.4.3.1 Ensaios bioquimicos enziméticos de LSD1

Em relacdo aos ensaios desenvolvidos para analise de compostos avaliados frente a
LSD1, a analise da cinética reacional no processo de desmetilagdo é importante tanto para
entender as caracteristicas mecanisticas da reacdo como para o rastreio e andlise de
inibidores de LSD1. Varios ensaios bioquimicos enzimaticos de LSD1 foram
desenvolvidos in vitro, incluindo a deteccdo de perdxido de hidrogénio (H20>) através de
um ensaio acoplado a peroxidase; deteccdo de formaldeido através de ensaio de
formaldeido desidrogenase; medidas radioativas para monitorar altera¢cdes em um substrato
de peptideo radiomarcado e anélise de espectrometria de massa para medir mudangas no
substrato ndo marcado (BLAIR etal., 2011; KOKURA, SUN & FANG, 2015). Além disso,
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alguns ensaios celulares foram adaptados para quantificar os efeitos mediados por LSD1
na metilacdo de histona H3K4 usando deteccdo por anticorpos (SCHMITTS et al., 2014).
Mattevi e colaboradores (2005) descreveram o uso de ensaios acoplados a Enzima
Horseradish Peroxidase (EHP) para medir com precisdo a atividade de LSD1 com
substratos de peptideos na cauda da histona H3 metilados. Esta abordagem utiliza
metodologias bem estabelecidas que foram aplicadas ha décadas no estudo de monoamina
oxidases. O H20, é um produto secundério obrigatério da desmetilacdo catalisada por
LSD1 e um substrato para EHP. Na presenca de 4-aminoantipirina (4-AP) juntamente com
3,5-dicloro-2-hidroxibenzenossulfonato (DHBS), a EHP reage com o H2O; e permite a
formacdo do cromoforo detectado por fluorimetria em comprimento de onda de 515 nm
(figura 10A) (FORNERIS et al., 2005). Este € um ensaio relativamente sensivel e confidvel
que pode ser feito de forma continua. Uma versdo mais sensivel deste ensaio substitui 4-
AP/DHBS por Amplex red para gerar resorufina (composto fluorescente) que possuli
emisséo da fluorescéncia detectada a 585 nm (figura 10B) (SCHMITT et al., 2014).

Figura 10. Ensaio de deteccdo por H20. para LSD1. A. Quando um substrato de LSD1é
desmetilado, o cofator FAD é reduzido a FADH>. O cofator é re-oxidado pelo oxigénio
molecular para formar H202. A EHP usa H20: para reagir 4-AP com DHBS e formar o
cromaforo, detectado em 515 nm. B. Oxidacdo do Amplex red em resorufina, altamente
fluorescente usando EHP e H20,. (FORNERIS et.al, 2005; SCHIMITT et al., 2014).
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Outro principal produto secundario do mecanismo catalitico de LSD1 é o
formaldeido. A liberacdo de formaldeido pode ser monitorada por meio da sua oxidagdo
pela formaldeido desidrogenase, onde a formacdo do cofator FAD é medida por
espectrofotometria a 340 nm (KOKURA, SUN & FANG, 2015). Tanto os ensaios de EHP,
como o de formaldeido desidrogenase sao de custo relativamente alto e podem ser feitos
de forma continua para medir a atividade inibitdria de LSD1 em tempo real. Na
comparacao entre os métodos, a analise de formaldeido desidrogenase é mais complexa
que a analise por EHP, pois a mudanca do Ultra-Violeta (UV) para reducdo de FAD é
menos sensivel do que a detecgéo indireta de H20O: e, portanto, o teste de EHP é tipicamente
preferido (HAYWARD; COLE, 2016).

Sendo assim, utilizamos para avaliacdo das atividades dos compostos sintetizados
frente a enzima LSD1, kits disponiveis comercialmentes que baseiam-se na metodologia
de EHP, pois fornecem informacGes cinéticas em tempo real, e sdo particularmentes
sensiveis para analisar possiveis inativacdes dependente do tempo, um fenémeno 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 entdo Pos-doc. do nosso grupo de pesquisa Vinicius Gongalves Maltarollo, no qual
utilizou-se a triagem virtual baseada na estrutura (SBDD) de diversos peptideos inibidores
da enzima em questdo (TORTORICI et al., 2013). Inicialmente, o estudo publicado por
Tortorici e colaboradores foi avaliado quanto suas regides de interagcdes comum da enzima
e seus inibidores para a construcao de um modelo farmacoférico (estruturas cristalograficas
disponiveis no PDB: 3ZMS, 3ZMT, 3ZMU, 3ZMV, 3ZMZ, 3ZNO, 3ZNL), apresentado
na FIGURA 12-C. Entéo, biblioteca virtual de compostos ZINC all purchasable foi
empregada para a triagem virtual, a qual foi submetida aos seguintes filtros: (i) fisico-
quimico que selecionou compostos com massa molecular acima de 350 da., logP entre -2,5
e 4,5, area de superficie polar maior que 100A2, nimero de doadores de ligacio de H entre
2 e 5, numero de aceitadores de ligacdo 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

farmacoforico construido; (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 funcdo de score GoldScore; (iv) estudos mais
refinados de ancoramento molecular usando o programa GOLD, gerando 100 poses
por algoritmo genético e empregando as funcdes de escore GoldScore e ChemScore. Desta
forma, de 23 milhdes de entidades quimicas iniciais, 4 compostos foram selecionados para
ensaios de inibicdo enzimatica (Figura 11). Dentre eles, o composto ZINC09611484
(Figura 12-A) apresentou melhor atividade inibitoria in vitro com concentragdo inibitoria

(Clso) de 5 pM e maior score (menor energia) nos estudos de ancoramento molecular.

Figura 11. llustragdo da metodologia seguida na triagem virtual baseada na estrutura da
LSD1.
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Adaptado do Relatério de MALTAROLLO, 2015.

No estudo de ancoramento molecular (docking) realizado com o composto
ZINC09611484 foi possivel observar as seguintes interacfes: hidrofébicas (LEU-659,
FAD, PHE-538, VAL-333 e MET-332), ligacdo de hidrogénio com o residuo ALA 539 -
doador de ligacédo de H; e ligacdo de hidrogénio com os residuos TYR-761 e ASN-535 -
aceptores de ligacdo (PDB ID 3ZMT) (Figura 12-B). Assim, conhecendo-se a
complementariedade e as interacbes do composto ZINC09611484 com a enzima LSD1,
foram propostas séries de compostos nos quais estdo presentes grupos quimicos passiveis
de interacGes nos mesmos pontos, apresentando as mesmas liga¢des que o prototipo (Figura
12-D), buscando uma melhor afinidade pelo receptor e, consequentemente, melhoria da

atividade bioldgica.
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Figura 12. A- Composto ZINC09611484. B- Principais interacbes do composto
ZINC09611484 com os residuos de aminoacidos da LSD1(PDB ID 3ZMT; TORTORICI,
et al., 2013). C- Modelo de interacdes do receptor com peptideos sintetizados por Tortorici
e colaboradores para definicdo dos parametros utilizados como filtro. D- Grupos quimicos
passiveis de interacbes com a LSD1.
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A proposta para obtencdo dos novos analogos baseou-se em variacdes de anéis
heterociclicos (piperazina, hidantoina e piperidina); heteroaromaticos (indazol e piridina)
e anéis aromaticos (fenil e benzil) na regido do grupamento basico do composto
ZINC09611484, permitindo avaliar as possiveis ligagdes de H com o residuo de ALA 539,
bem como auséncia dessas interacdes; novos pontos de interagdes com os acidos asparticos
555 e 556; e pela variacdo de cadeia carbbnica entre as amidas e 0s grupamentos
heterociclicos, heteroaromaticos e aromaticos (Figura 13A).

Paralelamente a proposta principal do projeto foram sintetizados outros esqueletos
estruturais derivados sulfonamidicos com varia¢Ges de aminoacidos apolares (L-valina, L-
leucina e L-triptofano) e variagbes do grupamento sulfonila (benzeno e 4-
acetaminobenzeno), com intuito de comparar a poténcia do esqueleto principal (scaffold)

do projeto (Figural3B).
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Figura 13. Proposta de modificacdes moleculares para série de compostos do projeto. A.
compostos finais. B. Compostos intermediarios derivados sulfonamidicos.
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Ap0s a sinteses e caracterizacdo dos compostos propostos foram realizados ensaios

OH

R=

in vitro de inibicdo enzimatica, com kits obtidos comercialmente que se baseiam na
metodologia de EHP. Os compostos também foram encaminhados para avaliacbes em in

vitro em linhagens leucémicas.
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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 céncer, devido a sua
relevancia 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, prop0s-se, neste trabalho, a busca por
inibidores de LSD1 mostrando-se promissora estratégia no planejamento de novas
moléculas com atividade anticancer, 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 possiveis
inibidores da enzima LSD1 e sua atividade em ensaios celulares, considerando os seguintes

objetivos especificos:

I. Realizar a sintese de candidatos a inibidores de LSD1, considerando
informagdes obtidas por meio de triagem virtual baseada na estrutura da LSD1
previamente construidos e validados;

Il. Caracterizar as estruturas obtidas na sintese por técnicas espectroscépicas e
espectrométricas;

I11. Realizar o ensaio in vitro de inibi¢do enzimética frente a LSD1 dos compostos
sintetizados;

IV. Realizar ensaio in vitro de viabilidade celular em linhagem leucémica de
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) com os compostos sintetizados;

V. Realizar estudos de ancoramento molecular (docking) para o entendimento dos
principais residuos e orientacdes dos compostos, que norteiam a inibicao
enzimatica frente a enzima LSD1.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Reagentes, solventes e matérias-primas
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Quadro 1. Discriminacdo dos reagentes, solventes e matérias-primas utilizados no

desenvolvimento de toda a parte experimental do trabalho.

acido cloridrico
(Synth)

acido acético glacial

(Synth)

acido clorossulfénico
(Synth)

acido tricloroacético
(Sigma-Aldrich)

acetato de etila
(Synth)

acetonitrila
(Synth)

acetonitrila grau hplc
(Merck)

anilina
(Sigma-Aldrich)

2-(aminometil)piperidina
(Sigma-Aldrich)

3-2-(aminoetil)hidantoina
(Sigma-Aldrich)

5-amina-1H-indazol
(Sigma-Aldrich)

benzilamina
(Sigma-Aldrich)

cloreto de N-acetilsulfonilil
(Sigma-Aldrich)

cloreto de benzosulfonila
(Sigma-Aldrich)

cloreto de metanossulfonila
(Sigma-Aldrich)

carbonato de sodio
(Synth)

cloridrato de 1-Etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida
(Sigma-Aldrich)
cloroférmio
(merck)

cloroformio deuterado
(Cambridge Isotope
Laboratories Inc.)

cloreto de Litio
(Merk)

dimetilsulfoxido deuterado
(Cambridge Isotope
Laboratories Inc.)

dimetilformamida
(Synth)

N,N-diisopropiletilamina
(Sigma-Aldrich)

diclorometano
(Synth)

¢ter etilico
(Synth)

Etanol
(Synth)

L-fenilalanina
(Sigma-Aldrich)

hexano
(Synth)

Hidroxibenzotriazol
(Merck)

L-leucina

(Sigma-Aldrich)

metanol
(Synth)

metanol grau hplc
(Merck)

molibdato Cérico de Amonio
(Sigma-Aldrich)

ninidrina
(Merck)
peroxido de hidrogénio
(Synth)
Piridin-3-il-metanamina

(Sigma-Aldrich)

Quinolina
(Sigma-Aldrich)

Sulfato de sédio anidro
(Synth)

L-triptofano
(Sigma-Aldrich)

trietilamina
(Synth)

L-valina
(Sigma-Aldrich)

vanilina
(Quimex)
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3.1.2 Equipamentos

Quadro 2. Discriminagdo dos equipamentos e programas utilizados nas etapas sintéticas,
caracterizacdo das moléculas, ensaio enzimatico, ensaio de viabilidade e ancoramento
molecular.

Agitadores magnéticos — Fisatom e IKA

Aparelho de ponto de fuséo capilar Biichi, modelo M565

Balanga semi-analitica

Barra magnética

Bomba de alto vacuo Edwards, modelo E2M5

Bomba de vacuo, compressor de ar — Vacuubrand— ME 1C

Camera de ultra-violeta (UV)

Coluna para CLAE Phenomenex, C-18 gemini; Sp; 110 A; 150 x 4,60mm; 5 micron

Cromatoplacas de silica-gel 60 F254nm- Macherey-Nagel, Alugram®
(20cm x 20cm x 0,20 mm).

Cromatografia de liquida de alta eficiéncia (CLAE) - Shimatzu
Fusao Capilar Buchi-565

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear 300MHz BRUKER, modelo
Advance DPX-300

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear 400MHz Varian®, modelo Unity
Mercury Plus

Espectrometro de massas Bruker Daltonics

Espectrofotémetro de Fluorescéncia- Synergy H1- Bio Tek
Evaporador rotatorio modelo R-215- Biichi

Lampada de radiagdo ultravioleta Spectroline, modelo ENF —260C
Mantas de aquecimento - Fisatom

Soprador Térmico — Instruterm- AS-300-220

Tubo capilar sem heparina (Precision Glass Inc.)

Ultra-filtrador Gehaka

Polarimetro Anton Paar MCP 200 Sucramat
Programa GraphPad Prism v.7.0

Programa MarvinSketch

Programa Chimera versdo 1.12

Programa Spartan’14

Plataforma SYBYL versédo 2.1

Programa GOLD, versao CCDC Software Ltd
Programa PyMOL versao 2.4

Computador dell inspiron serie 500017, 1TB, 8GB
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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
agua para reacOes anidras realizou-se procedimentos descritos por Armarego e Chai (2009).
Solventes com alto grau de pureza (conhecido como grau HPLC- em inglés, High
Perfomace Liquid Chromatografy) foram utilizados para as analises de cromatografia de
alta eficiéncia (CLAE) e a agua ultra-pura foi obtida por ultrapurificador Gehaka. Todos
os eluentes foram desgaseificados em sonicador antes do uso.

ReacOes sensiveis a oxigénio e umidade foram realizadas em vidaria anidra
(submetida a pressdo reduzida e aquecimento, seguida de fluxo de nitrogénio -adaptacéo
de sistema Schlenk para rea¢cdes em sistema inerte). Todos 0s processos sintéticos foram
monitorados por cromatografia de camada delgada (CCD) para determinagdo do término

reacional.

3.2.2 Métodos analiticos

3.2.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para monitoramento das
reacdes, a qual foi realizada em cromatoplacas de silica-gel 60 Fasanm. A visualizacdo das
manchas caracteristicas dos reagentes e produtos formados foram monitorados por
lampada ultra-violeta (UV) (254nm e 365nm), metodologia descrita como nédo destrutiva,
ou por imersdo em solucgdo reveladora (ninidrina, vanilina e molibdato cérico) e aquecidas

com soprador térmico até coloracdo e identificacdo das manchas (JORK et al., 1994).

« Solucéo de vanilina: Vanilina (1g), EtOH (45mL), H20 (45mL) e H2SO4 (10 mL).

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

« Solucdo de molibdato cérico: Ce(SOa)2 (1,89), (NH4)sM07024 x 4 H.O (450) e
H2SO4 (30 mL).
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3.2.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A pureza dos compostos obtidos foi determinada por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) (ou do inglés, High performance liquid cromatography — HPLC). As

analises foram realizadas por dois diferentes aparelhos e métodos.

Método A:

Foi realizado em cromatdgrafo liquido LC-10AD (Shimadzu), integrado com
degaseificador DGU-14A-VP (Shimadzu), controlador SCL-10%-VVP (Shimadzu), sistema
de dispensacao de solventes multiplo, amostrador automético SIL-10AD-VP (Shimadzu),
forno de coluna CTO-10AS-VP e detector RF10A-VP (Shimadzu). A separacdo
cromatografica foi realizada em uma coluna Waters (WAT027324, C1s pBondpack™, 300
x 3,90 mm).

Temperatura da coluna: 28 °C

Solvente:

Componente A: H20 bidestilada + 0,05% (V/V) acido trifluoracético (TFA)
Componente B: ACN + 0,05% (V/V) TFA

Fluxo: 1,0 mL/ minuto

Volume de injecdo: 25 pL

Diluicdo da amostra: 1mg/ mL

Método B:

Foi realizado em cromatografo liquido LC-20AT (Shimadzu), integrado com
degaseificador DGU-20As (Shimadzu), controlador CBM-20A (Shimadzu), sistema de
dispensacdo de solventes multiplo, amostrador automatico SIL-10AD (Shimadzu) e
detector UV/VIS SPD-20A (Shimadzu). A separacao cromatogréfica foi realizada em uma
coluna Waters (WAT027324, C1s pBondpack™, 300 x 3,90 mm).

Temperatura média da coluna: 25 °C

Solvente:

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

Fluxo: 1,0 mL/ minuto
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Volume de injecdo: 25 pL
Diluicéo da amostra: 1mg/ mL

Tabela 1- Gradiente de eluicdo dos solventes utilizados no Método A e B da analise 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

Deteccdo: 210 nm, tempo de aquisi¢do: 30 minutos
Integracdo: Subtragdo manual do branco para a mesma série

Método de calculo: &rea em %

3.2.2.3 Ponto de Fusao

Para obtencdo do ponto de fusdo dos compostos utilizou-se aparelho de fusédo
capilar Blchi-M565. A analise foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira 5% Ed
(p.82-83) (ANVISA, 2010), no qual todos os compostos foram avaliados em triplicata
estando todos previamente secos e mantidos em dessecador com silica gel por no minimo
24h.

Inicialmente realizou-se uma varredura entre a faixa de 50-300 °C, com elevacao
da temperatura de 20 °C/minuto para assim determinar o intervalo aproximado de fuséo de
cada composto. Prosseguiu-se com a mensuracdo da triplicata, e para isso iniciou-se a
varredura com variagéo de 5 °C do ponto de fuséo pressuposto (abaixo e acima), elevando-
se a temperatura de 1 °C/minuto, até verificar a completa fusdo. Assim, evidenciado o total
desaparecimento da forma solida, foi determinado o ponto de fusdo da substancia
realizando-se a média da triplicata.

O aparelho de ponto de fusdo foi gentilmente cedido pelo Laboratério de
Planejamento e Sintese de Substancias Bioativas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de So Paulo (FCF-USP).
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3.2.2.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A caracterizacdo dos compostos obtidos foi realizada por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono 13 (RMN 3C), sendo
registrados em 300 MHz e 75 MHz respectivamente, utilizando aparelho Bruker
ADVANCE DPX-300. A analise foi realizada nas dependéncias da FCF-USP, no
Laboratorio Multiusuario de RMN do Departamento de Farmacia da instituicdo, com
auxilio da responsavel técnica Maria Inés de Almeida Gongalves e a especialista de
laboratdrio Dra. Monica 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 *H e 100 MHz para RMN **C ou ou Agilent 600-MR,
utilizando 600 MHz para RMN *H e 151 MHz para RMN 3C, durante o estagio no exterior,
pela técnica Claudia Thier, do Insitut fur Pharmazeutische und Medizinische Chemie —
WWU Munster.

Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em partes por milhdao (ppm) e foram
calibrados de acordo com o solvente deuterado utilizado (quadro 3), exceto quando citado
foi utilizado o padrdo interno TMS (0 ppm).

As abreviacOes usadas para a multiplicidade do pico sdo: singleto (s), singleto largo
(sl), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t), triplo dupleto (td), quarteto (g) e multipleto
(m) e a constante de acoplamento (J) é dada em Hertz (Hz). Para consulta dos sinais de
possiveis interferéncia de solventes nas analises de RMN utilizou o trabalho de FULMER
e colaboradores, 2010.

Todos os espectros foram analisados com o programa MestReNova versao > 7.1.1
(MestReLab Research Software, Universidade de Santiago de Compostela, Departamento
de Quimica Organica, Espanha).

Quadro 3. Deslocamento dos solventes deuterados utilizados.

Solventes RMN H (ppm) RMN %3C (ppm) H20 (residual) (ppm)
deuterados
DMSO-d6 2,51 39,5 3,30
CDCls 7,26 77,16 1,56
D20 4,79 _ _
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3.2.2.5 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

Para realizagéo da espectroscopia de infravermelho (V) dos compostos, utilizou-
se 0 espectrofotdmetro de IV por transformada de Fourier, modelo IRAffinity-1, da marca
SHIMADZU. As analises foram realizadas nas dependéncias da FCF-USP, na Central
Analitica do Departamento de Farmacia da instituicdo, com auxilio do responsavel técnico
Charles de Lima Brito.

A regido do espectro eletromagnético de maior interesse para esta técnica encontra-
se entre 4000 a 500 cm™. Empregou-se a técnica de contato de refletancia total atenuada
(ATR), que pode ser utilizada tanto para sélidos quanto para liquidos — no caso do presente
trabalho, apenas sélidos foram submetidos a anélise. A quantidade de amostra necessaria
para fazer a analise é de no minimo 2 mg (PAIVA, 2006).

Antes de se iniciar as varreduras de espectro dos produtos intermediarios
sintetizados, foi realizada a varredura do background, empregando apenas o ar ambiente.
Isto serve como branco visando eliminar interferéncias advindas do ambiente em que se
realiza a analise, como presenca de umidade (H20) e gas carbonico (CO.) (HAACK, 2010).

Contudo, é sabido que a técnica de ATR apresenta a dificuldade acerca da pressédo
exercida sobre a amostra a ser analisada, de forma que a area de contato entre a mesma e 0
cristal varia. Assim sendo, 0 equipamento empregado realiza 19 leituras, forcendo o0s
resultados médios (PAIVA, 2006)

3.2.2.6 Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo

As determinagOes das massas em alta resolucao foram feitas por infusdo direta em
um espectrébmetro de massas equipado com um analisador microTOFII-ESI-Q-TOF
(Bruker Daltonics), empregando uma bomba de infusdo (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 ionizagdo, com temperatura do gas de secagem (N2) de 180
°C, vazdo de 4 L/min, 0,4 bar de pressdo. Para a fragmentacdo foi usada uma rampa de
energia variando de 5 a 50 eV. Para calibragdo interna, foi usada uma solucgdo de &cido
trifluoroacético sdédico, na concentracdo de 10 mg/mL. Os dados foram adquiridos e
analisados usando o software Data Analysis 4.1 (Bruker). As analises foram realizadas nas
dependéncias da FCFRP-USP (Ribeirdo-Preto), pelo pos-doutorando Rodrigo Moreira da
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Silva, na Central de Espectrometria de Massas de Micromoléculas organicas, coordenado

pelo Prof. Dr. Noberto Peporine Lopes.

3.2.2.7 Polarimetro

As rotagdes dpticas ([a] D?°) foram medidas em polarimetro digital da marca Anton
Paar MCP 200 sucromat a 589 nm (Linha D de uma lampada de sddio), temperatura de 20
°C usando célula para amostra com V=11 mL (c= 0,1). As anélises foram realizadas nas

dependéncias da FCF-USP, no Laboratorio de Compostos Heterociclicos do Prof. Dr.

Helio Alexandre Stefani.

3.2.3 Métodos sintéticos

A sintese dos compostos propostos foi realizada nas dependéncias da FCF-USP, no
Laboratorio de Integracdo entre Técnicas Experimentais e Computacionais (LITEC) e no
labdratorio de sintese do Insitut fir Pharmazeutische und Medizinische Chemie — WWU

Miinster.

3.2.3.1 Descricao sintética geral

Conforme o esquema 1, a proposta sintética geral deste projeto partiu da sulfonagéo
da 2-(1H)-quinolinona (1) (etapa i) para formar o cloreto de 2-oxo0-1,2-dihidroquinolina-
6-sulfonila (2), seguindo de reacdo de substituicdo nucleofilica entre o cloreto de sulfonila
e a amina do aminoacido L-fenilalanina, para obtencdo do (S)-acido 3-fenil-2-(2-0xo0-1,2-
dihidroquinolina-6-sulfonamida)propandico (3) (etapa ii). Apds estad etapa, reagiu-se o
acido carboxilico do intermediario sulfonamidico (3) com as aminas heterociclicas
(piperazina, hidantoina e piperidina), heteroaromaticas (indazol e piridina) e aminas
aromaticas (fenil e benzil), dando origem aos compostos finais derivados dos anéis:
piperazinico (4a), hidantoinico (4b), piperidinico (4c), indazolico (4d), piridinico (4e),
fenolico (4f) e benzilico (4g). As reagOes de substituicdo nucleofilica, 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 sinteses dos compostos finais.
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Condic0es reacionais: (i) 2-(1H)-quinolinona (1) (1,30 g, 8,96 mmol), acido clorossulfonico, (3,90
mL, 58,7mmol), 90 °C, 3 h. (ii) Cloreto de 2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) (0,213g, 0,87
mmol), L-fenilalanina (0,144g, 0,87mmol), Na,COs (0,016g, 0,25mmol), ), H.O (10 mL), -5°C por
1h, T °C amb., overnight. (iii) (S)-acido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propanoico (3) (0,144g, 0,386 mmol, 1eq.), EDC.HCI (0,092g, 0,479 mmol), HOBt (0,065g, 0,481
mmol), DIPEA (0,06g, 0,464mmol, 80,9 pL), DMF (10 mL), aminas derivadas (1,2 eq.), 24 h, atm
de N2, T °C 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 Sintese do 2-(1H)-quinolinona (1)

A sintese 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 sintese do composto 1
= +_
N N N“ 0
0" e

Condices reacionais: i. Quinolina (3g, 23 mmol, 1eq.), acido acético (12 mL), H.O, (35% em
agua, 3,5 g, 34,5 mmol, 1,5 eq.), 70 °C, 24h. ii. H,0O (235 mL), MsClI (4,76g, 41,86 mmol, 1,82
eg.), T °C amb., 30 minutos.

Para a sintese do 2-(1H)-quinolinone (1) foi utilizado baldo unitubular de fundo
redondo (250 mL), no qual adicionou-se 2,42 mL de peréxido de hidrogénio em mistura
de 3g de quinolina e 12 mL de acido acético. A reagdo foi mantida sob agitacdo por 24h a
70 °C. Em seguida o &cido acético foi removido em rota-evaporado sob véacuo a 60 °C. O
N-6xido-quinolina formado foi resfriado até temperatura ambiente e adicionados 235 mL
de agua. Em seguida foi adicionado lentamente, cloreto de metanossulfonila (MsCl) e
agitado por 30 minutos até completa formacgdo de um precipitado branco. O produto foi
filtrado a pressdo reduzida e lavado com 5 mL de acetato de etila. O consumo dos reagentes
e possivel formacéo dos produtos foram observados por CCD, utilizando como fase movel
acetato de etila : hexano (2:1), revelado em ninidrina e/ou lampada U.V. O precipitado
obtido permaneceu em dessecador com cloreto de calcio anidro por 24h horas, sendo
posteriormente submetido a analises de RMN de 'H e 3C.

3.2.3.1.2 Sintese do cloreto de 2-ox0-1,2-dihidrogquinolina-6-sulfonila (2)

A sintese 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 sintese do composto 2

CI\IP
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Condic0es reacionais: i. 2-(1H)-quinolinona (1,30 g, 8,96 mmol, 1 eq.), acido clorossulfénico, (3,90
mL, 58,7mmol, 6,5 eq.), 90 °C, 3 h.

Realizou-se a sintese do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila em
bal&o unitubular de fundo redondo (50 mL), utilizando 1,3g de 2-(1H)-quinolinona em 3,9
mL de acido clorossulfonico. A reacdo foi agitada a 90 °C por 3h. A mistura reacional foi
resfriada a temperatura ambiente e em seguida foram adicionados cuidadosamente 50 mL
de gelo picado levando a formacéo do precipitado. O produto foi filtrado a presséo reduzida
e lavado com pequenas porcoes de dgua gelada. A formacédo do produto foi observada por
CCD, em fase movel acetato de etila : hexano (2:1) revelado em lampada U.V. Obteve-se
um solido levemente marrom que permaneceu em dessecador com cloreto de célcio anidro

por 24h horas, sendo posteriormente submetido a analises de RMN de H e *C.

3.2.3.1.3 Sintese do (S)-acido 3-fenil-2-(2-o0x0-1,2-dihidroguinolina-6-sulfonamida)propa-
noico (3)

A sintese do (S)-acido 3-fenil-2-(2-oxo0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propandico (3), intermediario comum aos compostos planejados, foi realizada utilizando
como base a metodologia descrita por Ugwu e colaboradores (2017) conforme esquema 4

abaixo.
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Esquema 4. Esquema de sintese do composto 3
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CondicOes reacionais: i. Cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) (0,213g, 0,87
mmol), L-fenilalanina (0,144g, 0,87mmol), Na.COs (0,016g, 0,15mmol), H,O (10 mL), -5°C por
1h, T °C amb., overnight.

Para a sintese do intermediario 3 foi utilizado bal&o unitubular de fundo redondo
(50 mL), no qual adicionou-se solucdo aquosa de Na,COs (0,016g/10 mL, 0,015M) e em
seguida, sob agitacdo a temperatura ambiente, adicionou-se 0,144g de L-fenilalanina
aguardando sua completa solubilizacdo. A mistura reacional foi resfriada a -5°C e 0,213¢
de cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2) foi adicionado cuidadosamente
dividido em 4 porg¢des durante 1hora. A reacdo seguiu-se em T °C ambiente e agitacao
overnight. O consumo dos reagentes e possiveis formacdes dos produtos foram observados
por CCD, utilizando como fase mével acetato de etila : hexano (2:1), revelado em ninidrina
e/ou lampada U.V. Ap0s o término da reacdo, o baldo foi colocado em banho de gelo, e
com agitacao continua foi acidificado com éacido cloridrico até pH 1. Apoés a acidificacao,
observou-se a formacao de precipitado que foi filtrado sob pressdo reduzida em bomba de
vacuo. Em seguida, o solido foi lavado com agua destilada gelada. O precipitado branco
obtido permaneceu em dessecador com cloreto de calcio anidro por 24h horas, sendo

submetido a todas as analises de caracterizacdo e pureza ja citadas anteriormente.

3.2.3.1.4 Sintese dos compostos finais: compostos 4a-g

Os compostos propostos, derivados carboxamidicos (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 sintese dos compostos 4a-g.
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CondicBGes reacionais: i. (S)-acido  3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propandico (3) (0,144g, 0,386 mmol, 1eq.), EDC.HCI (0,092g, 0,479 mmol), HOBt (0,065g, 0,481
mmol), DIPEA (0,06g, 0,464mmol, 80,9 uL), DMF (10 mL), aminas derivadas (1,2 eq.), 24h,
atmosfera de N2, T °C amb.

Para a sintese dos compostos 4a-g foi utilizado o sistema schlenk, totalmente anidro
em atmosfera de nitrogénio. Em 10 mL de DMF anidro, foi adicionado 0,144g do (S)-acido
3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida) propanoico (3) sob agitacdo. A
mistura reacional foi resfriada a 0 °C e em seguida adicionados 0,092g de EDC.HCI, 0,065g
de HOBt e 80,9 uL de DIPEA permanecendo em agitacdo por 50 minutos. Logo apds esse
tempo, mantendo-se a temperatura a 0 °C adicionou-se 1,2 equivalente da amina
correspondente. A mistura reacional foi agitada 24h em T °C ambiente. A formacéo dos
produtos foi observada por CCD, utilizando como fase movel diclorometano : metanol
(9:1), revelado em molibdato cérico e/ou lampada U.V. Ao fim da reacdo a mesma foi
diluida com 5 mL de agua e 5 mL de solucdo aquosa saturada de LiCl 5% e extraida com
30 mL de acetato de etila em 2 lavagens. Em seguida a fase organica foi lavada com solugéo
saturada de cloreto de sddio (NaCl) e seca com sulfato de sédio anidro (Na2SQOas). A fase
organica foi rota-evaporada sob pressdo reduzida a 50 °C, obtendo-se o produto bruto, do

qual foram removidos os residuos de solvente em bomba de alto vacuo por 24h. Ao mesmo
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foi adicionado acetonitrila ocorrendo a precipitacdo dos compostos finais. Os produtos
solidos obtidos foram isolados e submetidos a recristalizacdo com acetonitrila e/ou acetato
de etila. Os compostos finais foram isolados e secos em bomba de alto vacuo por 24h. Em
seguida foram submetidos a todas as analises de caracterizagdo completa e pureza ja citadas

anteriormente.

3.2.3.1.5 Sintese de derivados sulfonamidicos: compostos 5a-d e 6a-d

Os compostos derivados sulfonamidicos (5a-d e 6a-d) foram sintetizados usando
como base a metodologia descrita por Schréder e colaboradores (2001), conforme esquema

abaixo (esquema 6):

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

6a 6b 6c 6d

Condic0es reacionais: (i) L-aminoéacidos (12 mmol), cloretos de sulfonila (10 mmol), 20 mL de sol.
de K,CO3(1,1M), refluxo por 1h.

Para a sintese dos compostos 5a-d e 6a-d foi utilizado baldo unitubular de fundo
redondo (50 mL) adaptado a condensador de refluxo, no qual adicionou-se solu¢ao aquosa
de K2COs (3,049/20 mL, 1,1M) e em seguida, sob agitacdo a temperatura ambiente,
adicionou-se o respectivo L-amino&cido (12mmol). Prosseguiu-se com a adi¢do de 1,8g de

cloreto de sulfonila (10mmol) lentamente, sobre a solugdo. A reagdo foi submetida a
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refluxo e agitada vigorosamente durante 1 hora. O consumo dos reagentes e possiveis
formagbes dos produtos foram observados por CCD, utilizando como fase movel
cloroférmio: metanol (2:1), revelado em ninidrina e/ou lampada U.V. Ap6s o término da
reacdo, o baldo foi colocado em banho de gelo, com agitacdo continua e foi acidificado
com &cido cloridrico até pH 1. Apos a acidificacdo, observou-se a formacéo de precipitado
que foi filtrado sob pressdo reduzida. Em seguida, o solido foi lavado com agua destilada
gelada. O precipitado obtido permaneceu em dessecador com cloreto de calcio anidro por
24h horas. Os mesmos foram posteriormente submetidos a analises de caracterizacao

completa e pureza citadas anteriormente.

3.2.4 Método bioldgico

3.2.4.1 Ensaio enzimatico

Foram seguidos os protocolos do Kit de ensaio fluorescente “LSDI (KDMIA)
Fluorescent Assay Kit (BPS Biosciense # 50106) ” para medir a atividade da enzima LSD1.
O ensaio baseia-se na analise indireta de H202 produzido durante a reagdo de desmetilacéo
mediada por LSD1 (figura9).

Inicialmente, preparou-se uma mistura do peptideo metilado (2uM em 5 uL de
agua) e tampéo de ensaio LSD1(15 puL) que foram adicionados em cada placa preta de 96
pocos. Diferentes diluigdes dos compostos foram adicionadas a mistura e incubados com a
enzima LSDI1(15 ng/ pL) por 30 minutos em temperatura ambiente. Apos a incubacéo, a
mistura de 10 mM Amplex Red e 10 U/ mL de peroxidase foram adicionados aos pogos e
a placa incubada em temperatura ambiente por mais 5 minutos. O sinal de fluorescéncia
foi detectado em comprimentos de onda de excitacdo e emissao Aex=530 nm e Aem=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 fluorescéncia relativa (Relative Fuorescence
Unit — RFU) e comparados com 100% da atividade enzimatica (LSD1 + substrato sem
inibidor). O valor do branco foi subtraido de todas as medidas e como controle positivo foi
utilizado o inibidor GSK2879552.
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As analises foram realizadas na KOC university em Istambu- Turquia, pela pos-
doutoranda Ipek Bulut, no Research Center for Translational Medicine (KUTTAM),
coordenada pela Profé. Dr2. Ceyda Acilan Ayhan.

3.2.4.2 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio in vitro de biorreducdo do MTT
(brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetrazélio) (SCHERLIEB, 2011; AZIZ,
2006; CARMICHAEL et al., 1987; PARK et al., 1987; MOSMANN, 1983).

Os compostos planejados, inicialmente diluidos em DMSO a uma concentragdo de
10 mM, foram preparados em solucgdes-estoque com concentragdes sucessivas (0,0032;
0,016; 0,08; 0,4; 2; 10 e 50 uM) em meio de cultivo celular RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo de antibidticos (penicilina e estreptomicina).
Para a correta condugéo dos ensaios e confiabilidade dos resultados, a concentragéo final
de DMSO foi de 0.5%, visto que € de amplo conhecimento o potencial citotéxico do mesmo
em concentracBes maiores que 2% (PICOLI et al., 2015; GALMES et al., 2007).
Ressaltamos que nenhum composto apresentou problemas de solubilidade durante a
conducéo dos ensaios.

A linhagem celular de leucemia mieldide aguda (LMA) do tipo HEL (Human
Erythroleukaemia Cell Line) foi plaqueada 4 x 10* células por pogo (200 pL de meio) em
placas de 96 pogos (2 x 10° células/ml). Em seguida, as substancias foram adicionadas em
concentragdes que variaram de 0.0032 a 50 uM nos pogos - cada concentracdo 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 dimetilsulféxido (DMSO) como
controle negativo. Apos o periodo de tratamento, foi adicionado a cada pogo 10 pL da
solucdo de MTT (0,5 mg/mL). As placas foram incubadas por mais trés horas e o
precipitado de formazan foi dissolvido em 90 uL da solu¢do de acido cloridrico e
isopropanol, e a absorbancia foi medida a 570 nm. Os dados foram analisados usando o
programa GraphPad Prism v.7.0 e a porcentagem de inibicdo do crescimento celular
medida em relacdo ao controle negativo. Foram realizados trés ensaios independentes,
obtendo dados de Clso (concentracgdo inibitoria média), 1C 95% (intervalo de confianca de

95%) e R? (coeficiente de determinagio).
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Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratorio de Farmacologia
Marinha no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB-USP),
pela doutoranda Luciana C. Furtado, coordenados pela Profa. Dra. Leticia V. Costa Lotufo

e Prof. Dr. Jodo Agostinho Machado Neto.

3.2.5 Métodos in silico

3.2.5.1 Ancoramento Molecular (docking)

A primeira etapa realizada foi o desenho e determinacdo da protonacdo dos
compostos analisados em pH do meio fisioldgico, utilizando o programa MarvinSketch
(https://www.chemaxon.com/download/marvin-suite/#mbeans). Apos esta etapa, as cargas
foram calculadas no programa Chimera 1.12 utilizando o campo de forca Amber ff14SB
(AM1-BCC) (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera). O programa Spartan’14 foi utilizado para
minimizacao das estruturas, utilizando o campo de forca MMFF (Merk Molecular force
Field) (Halgren, 1996).

Para determinar o método mais adequado para as simulacGes de ancoramento
entre os compostos e a proteina alvo- LSD1, foi empregado a metodologia de redocking a
partir da estrutura cristalografada da enzima LSD1 de humanos e seu ligante peptidico
PRSFLV co-cristalizado, retirados do banco de dados de proteinas (pdb: 3ZMT) (Protein
Data Bank- PDB) e preparados na plataforma SYBYL X 2.1 (para Windows). Antes do
ancoramento, ligantes e moléculas de agua foram removidas da cavidade de ligacdo; os
atomos de hidrogénio foram adicionados na geometria padrdo e o FAD™ (cofator) foi
mantido na estrutura da enzima LSD1.

No redocking do peptideo PRSFLV foram testadas todas as fungbes de
ranqueamento presentes no programa GOLD, versio CCDC Software Ltd. (ASP,
ChemPLP, GoldScore e ChemScore), que utiliza-se de algoritmo genético (algoritmo de
otimizacéo e busca), baseando-se em mecanismo evolutivo.

Assim, variou-se 0 &tomo centroide e o tamanho do raio do sitio de interacdo. Sendo
0 método escolhido aquele que apresentou a melhor relagéo, entre os valores de ChemPLP,
o0 valor da raiz do desvio quadratico medio (RMSD) e a analise visual, levando em

consideracao o peptideo 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 validacdo do método foi realizada pela obtencdo de 100 poses, as quais foram
visualizadas pelo programa PyMOL 2.0 e avaliadas pela relacéo entre a obtencdo do maior
valor de ChemPLP, o menor valor do RMSD e a maior pontuacao dada com a analise visual

realizada conforme o quadro 4.

Quadro 4. Pontuacdo da analise visual dos ancoramentos baseados na estrutura do
peptideo PRSFLV encontrada no cristal da enzima LSD1 (3ZMT).

Critério da analise visual Pontuacao

Ligante na cavidade ndo
esperada

Ligante na cavidade esperada,
porém sem a mesma orientacio

Ligante na cavidade esperada,
porém sem sobreposicdo total

Sobreposi¢io total 3

Procedeu-se 0 ancoramento das estruturas dos compostos 4g e protétipo
ZINC0961148410 considerando-se 50 poses na estrutura cristalografada (pdb: 3ZMT).
Utilizou-se o método selecionado pelo redocking, sendo este: funcdo de escore ChemPLP,
RMSD e avaliacdo visual; carbono aromatico (CZ- Phe538) como centro do sitio e raio de

14 A a partir do centroide.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacdo 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)-acido 3-fenil-2-(2-0xo0-1,2-dihidro-
quinolina-6-sulfonamida) propandico (3), 7 compostos finais derivados carboxamidicos
(4a-49) e 8 derivados sulfonamidicos (5a-5d e 6a-6d). Os compostos derivados
carboxamidicos e sulfonamidicos foram caracterizados por ponto de fusdo, ressonancia
magnética nuclear, espectrometria de massas de alta resolucdo, espectroscopia de

infravermelho, polarimetro e a determinacdo de pureza foi realizada por CLAE.



53

4.1.1 Sintese e caracteriza¢do do composto 2-(1H)-quinolinona (1)

O composto 1, derivado da quinolina, teve sua sintese realizada com base na
metodologia de quimica verde, descrita por Xie e colaboradores (2017) (Figura 14). A
reacdo constitui em um processo sequencial one-pot envolvendo oxidacdo in situ da
quinolina, seguida por adi¢do regiosseletiva da &gua em uma hidroxila¢do, obtendo-se o

composto em questdo.

Figura 14. Sintese do composto 1
N ii- MsCI H,0

Segundo Xie e colaboradores (2017), para 0 mecanismo reacional de obtencéo do
composto 1, a formacgdo de N-6xido de quinolina desempenha um papel crucial para
obtencdo do composto e foi proposto conforme o esquema 7. Primeiramente, a quinolina
foi oxidada pelo peroxido de hidrogénio (H202) gerando o N-0xido de quinolina, seguido
da ativacdo pelo cloreto de metanossulfonil para gerar uma ligacdo O-S e o intermediario
A. Entdo, o carbono-2 do intermediario A foi atacado pela 4gua formando o intermediario
B, que restabeleceu a aromaticidade para proporcionar a formacéo da 2-(1H)-quinolinona

(1).

Esquema 7. Proposta de mecanismo para o composto 1.

XN H0; X Mscl N /‘\ N A
e | N L > | N + Hzo—» N >
Z N cl N~ + _H
N N r|4 cl) MsOH N
H
(IJ' OMs H

A B

Fonte: Adaptada de Xie et al. 2017.

A metodologia utilizada para a sintese do composto 1 apresentou-se eficaz, com
rendimento de 88%. Obteve-se como produto um solido branco, com faixa de fuséo = 196-
197 °C, semelhante aos valores de referéncia (Ref: sélido branco, p.f. 198-199°C), o qual
foi analisado por RMN H e RMN *3C, tendo os sinais detalhados nos espectros

apresentados nas figuras 15 e 16.
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O espectro de RMN 'H apresentou os sinais correspondentes a formagdo do
composto 1. Nele é possivel observar os sinais relacionados ao hidrogénio amidico
(C=ONH) em 11,70 ppm (singleto); o dupleto do hidrogénio do carbono- a carbonila em
7,87 ppm e o dubleto do hidrogénio do carbono-o em 6,47 ppm, ambos com constante de
acoplamento J= 9,5 Hz e os 4 hidrogénios do anel aroméatico 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 *H do 2-(1H)-quinolinona (1)
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No espectro de RMN 3C, identificou-se 0 composto 1 pela presenca do carbono
carbonilico da amida em 165,00 ppm, pelos sinais em 124,82 ppm e 143,30 ppm referentes
aos carbonos o e B & 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
aromatico presente, confirmando a formacdo do produto. Todas as atribui¢es foram

compativeis com o estudo anteriormente publicado por Xie e colaboradores (2017).
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Figura 16. Espectro de RMN *C do 2-(1H)-quinolinona (1)
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4.1.2 Sintese e caracterizacdo do composto cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonila (2)

A reacdo para obtencdo do composto 2 foi realizada com base na metodologia de
Ortiz-Meoz e colaboradores (2015) (Figura 17). Nesta reacdo de sulfonacdo, o acido
clorossulfonico sofre dimerizacéo para gerar o reagente eletrofilico usado para reagir com

0 composto 1 numa substituicdo eletrofilica formando o composto 2.
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Figura 17. Sintese de composto 2
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Neste mecanismo de formacgédo do composto 2, a liga¢ao n do anel aromatico reage
com o 4tomo de enxofre eletrofilico do anidrido clorossulfénico. A ligagdo © envolvida na
reacdo leva a obtencdo do composto com o cloreto de sulfonila na posicéo para em relacéo
a amida ja existente no anel. O grupo amida é um grupo ativador orto-para dirigente (em
vermelho no esquema 8). Conforme os elétrons © do anel reagem com o atomo de enxofre,
a ligacdo = (S=0) se rompe para gerar uma carga formal no atomo de oxigénio. O carbono
ndo reagente da ligacdo = do anel aromético assume uma carga formal de +1. Os elétrons
no oxigénio carregado negativamente, entdo retornam para formar novamente a ligagdo n
(S=0) eliminando bissulfato. Ao mesmo tempo, um atomo de hidrogénio do anel cede seus
elétrons para restituir a ligacdo =, restaurando a aromaticidade, tendo como subproduto
reacional o acido sulfurico (esquema 8) (CLAYDEN, GREEVS, WARREN, 2012).

Esquema 8. Mecanismo de sulfonacéo para formar o composto 2

e N\ 9 o 2 9
(1] 1]
Cl—S-OH Cl—S-OH ——> Cl—ﬁ—O—/S\—OH ———> CI—S-0-S-OH
(o) o’ O (cl (Oo 0O o
0 l
HO 1! o
N o~ ~oLiLC!
(o] N 20 N 9 N
-~ H <——— Cl—S-0-S-0OH
N~ ~0 N"o i N0
o]
H
N
H,S0,

Fonte: Mecanismo de reacdo 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 solido levemente marrom, o qual foi analisado por RMN *H

e RMN 3C, tendo os sinais detalhados nos espectros apresentados nas figuras 18 e 19.
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No RMN *H, os sinais correspondentes a formacdo do composto 2 foram
observados relacionados ao hidrogénio amidico (C=ONH-) em 11,80 ppm (singleto); o
dupleto do hidrogénio do carbono-p a carbonila em 7,95 ppm e o dubleto do hidrogénio
do carbono-o em 6,47 ppm, ambos com constante de acoplamento J= 9,5 Hz e a presenca
dos sinais dos 3 hidrogénios do anel aromatico em 7,88 ppm com constante de acoplamento
J= 1,9 Hz (dubleto), 7,69 ppm — 7,67 ppm com constante de acoplamento J=8,5Hze 1,9
Hz (duplo dupleto) e 7,21 ppm com constante de acoplamento J= 8,5 Hz (dubleto).

Ao realizar uma analise comparativa com o RMN *H do composto 1, observamos
0 desaparecimento do multipleto entre 7.19 ppm — 7.08 ppm referente a 1H do anel

aromatico, confirmando a substituicdo do mesmo, pelo cloreto de sulfonila.

Figura 18. Espectro de RMN H do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2)
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No espectro de RMN **C, foram verificados sinais referentes ao composto 2, sendo

eles o do carbono carbonilico 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 a e 3 a carbonila, respectivamente (dados confirmados por RMN bidimensional-
gHSQCAD- anexo A, pag.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 aromatico confirmando a

formacéo do produto.

Figura 19. Espectro de RMN *3C do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroguinolina-6-sulfonila
)

(-]
m MORKNOVOMYIN JoomMu s
) DM N SQAaANPIMA
o T MANNN- MANNGNANANAN
L) ™ol o e e - L O R
\ NN ——
o)
Cl_ 7
% N
o
NH o
SO A VNN A o
230 210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O

f1 (ppm)

RMN C (DMSO-d6, 150 MHz)

4.1.3 Sintese e caracterizacdo do (S)-acido 3-fenil-2-(2-oxo0-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida) propandico (3)

A reacdo para obtencdo do composto 3, esqueleto principal dos compostos
planejados foi realizada com base na metodologia descrita por Ugwu e colaboradores
(2017) (Figura 20). A reagdo de formagdo da sulfonamida trata-se de uma reagdo de

adicdo/eliminacéo e foi realizada em meio basico de Na>COz para: aumentar a solubilidade
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da L-fenilalanina em &gua; remocéo do proton ligado ao nitrogénio do cation resultante do

primeiro ataque e neutralizacdo do &cido formado no meio reacional (McMURRY, 2011).

Figura 20. Sintese do composto 3
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Nesta reacdo, a amina priméaria do aminoacido age como nucledfilo, promovendo o
ataque ao atomo eletronicamente deficiente, nesse caso o &tomo de enxofre tetravalente do
cloreto de sulfonila. O ataque nucleofilio ocorre em posicdo oposta ao grupo de saida. Por
sua vez, o cloreto de sulfonila possui alta reatividade, devido o cloro ser um bom grupo
abandonador, possibilitando a formacdo da ligacdo sulfonamidica (esquema 9)
(CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012; McMURRY, 2011).

Esquema 9. Mecanismo de formacéo do composto 3.
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HN__.O

[72]

Fonte: Adaptado de McMURRY, 2011.

A metodologia proposta para a sintese em questdo apresentou-se eficaz, com
rendimento de 75%. Obteve-se como produto um sélido levemente amarelo, com ponto de
fusdo = 238-240 °C e pureza de 95% em CLAE, o qual foi analisado por RMN 'H e RMN
13C (figura 20 e 21, respectivamente), espectrometria de massas de alta resolugio
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Ci1sH16N205S: [M + H]* m/z 372,08, encontrado 373,0844 e rotagdo Optica [a] D?= -25,00
(c=0,1, MEOH). Todos espectros e cromatogramas encontram-se no anexo A (pags. 104-
107).

Na figura 21 apresentamos o espectro de RMN *H do composto 3, no qual podem
ser observados os sinais referentes a formacdo do produto. Pode-se observar 0s
deslocamentos em 12,69 ppm (singleto largo) referente a hidroxila do acido carboxilico
(COOH); o hidrogénio amidico (C=ONH) em 12,00 ppm (singleto); a presenca dos
hidrogénios do carbono- o, a carbonila da quinolinona em 7,95 ppm e 6,59 ppm ambos
com constante de acoplamento J = 9,6 Hz (dupleto); o hidrogénio do carbono quiral (CH-
N) em 3,90 ppm com constante de acoplamento J = 9,2, 6,0 Hz (triplo dubleto), os dois
hidrogénios em 2,94 ppm (CHa de CH2) e 2,71ppm (CHp, 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 hidrogénios em 7,12 ppm referente ao fenil da L-fenilalanina.

Figura 21. Espectro de RMN H (S)-acido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida) propandico (3)
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Na anélise de RMN *3C do composto 3 (figura 22), estdo presentes os dois sinais
em 172,32 ppm e 161,93 ppm correspondentes aos carbonos carbonilicos do acido
carboxilico 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 alifatico do benzil presente na L-
fenilalanina, sinal pouco intenso e blindado. Também é possivel observar os sinais
correspondentes aos demais carbonos da molécula conforme a identificagdo do RMN 3C
do composto 2.

Figura 22. Espectro de RMN 3C (S)-Acido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida) propandico (3)
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No espectro de infravermelho do composto 3 apresentado na figura 23, observa-se
as bandas de deformacéo axial de N-H em 3290 cm referente a sulfonamida secundaria,
0 um estiramento em 1727 cm referente a carbonila do 4cido carboxilico, uma banda em
3355 cm? referente a deformacéo axial e outra em 1660 cm™ referente a deformagéo
angular do N-H da amida da quinolinona. Também sdo evidenciadas bandas de estiramento
assimétrico e simétrico do grupo SO2 em 1324 e 1155 cm?, respectivamente
(SILVERSTEIN et al., 2006).
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Figura 23. Espectro de infravermelho do (S)-Acido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-
6-sulfonamida) propandico (3)
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4.1.4 Sintese e caracteriza¢do dos compostos finais (4a-4g).

Para a obtengdo 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.HCI) e
como catalisador da reacdo o hidroxibenzotriazol (HOBt), os quais favoreceram a reacao
das aminas propostas com o acido carboxilico do composto 3.

A sintese destes compostos ocorreu por meio de uma substitui¢cdo nucleofilica no
carbono carbonilico do (S)-acido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidrogquinolina-6-sulfonamida)
propanoico (3) e as aminas propostas (Figura 24). O mecanismo de substituicdo a carbonila
ocorre em duas etapas: a primeira é a adicdo do nucletfilo ao carbono carbonilico,

formando um intermediario tetraédrico e a segunda etapa é a saida do grupo abandonador.
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Figura 24. Sintese do composto finais (4a-4g)
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Para que a reacdo seja favorecida, o composto deve possuir um bom grupo de saida
ligado ao carbono tetraédrico. Neste contexto, como acidos carboxilicos sdo pouco reativos
para reagir com aminas primarias, por ndo possuirem 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 obtencdo dos compostos planejados utilizamos como
agente condensante o EDC.HCI. Nessa reacdo a carbodiimida ap0s reagir com o &cido
carboxilico do composto 3, forma um grupamento éster ativado, mais reativo que o acido
carboxilico, esse grupamento por sua vez, tende a sofrer facilmente um ataque nucleofilico

pelo fato de ser um bom grupo de saida, formando o derivado da uréia estavel.



64

O HOBLt é um reagente bastante comum em reacdes de acoplamento para formacéo
de amidas na presenca agentes condensantes. Esses tipos de reagdes sdo aceleradas na
presenca de HOBL, pois favorecem o ataque nucleofilico da amina. O HOBT também tem
a funcdo de evitar a racemizacgdo, pois intercepta o éster ativado formado pelo EDC
rapidamente, antes que a racemizacdo 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 reacdo para obtencdo dos compostos finais (4a-49g).

~y
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Fonte: Mecanismo de reagéo adaptado de CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012 (c. 10, p. 200;
C. 29, p. 747).

A aplicacdo da metodologia utilizando EDC.HCL como agente condensante
mostrou-se eficaz para obteng@o dos compostos finais planejados. Os dados referentes aos
produtos obtidos sdo apresentados na tabela 3, sendo esses: aspecto fisico, rendimento da
reacdo, ponto de fusdo, os valores experimentais de espectrometria de massas, rotacéo
Optica e a pureza por CLAE. De forma geral, os produtos obtidos apresentaram
rendimentos condizentes com os dados obtidos na literatura para reacdes de acoplamento
usando EDC.HCI. Acreditamos que os menores rendimentos se devem, possivelmente, a
solubilidade ou a menor reatividade das aminas utilizadas na sintese dos compostos 4c e
4e. Outro ponto a ser aprimorado € a purificagdo dos compostos 4a e 4c, visto que
apresentaram pureza abaixo de 90% (tabela 2). A caracterizacdo completa dos compostos,
espectros e cromatogramas seguem descrita no anexo A pags. 107-130 deste trabalho.

As reacOes foram monitoradas por CCD e os produtos finais purificados por

recristalizacdo e precipitacio conforme descrito na metodologia. E valido ressaltar que a
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maioria apresentou valores de ponto de fuséo, espectrometria de massas de alta resolucéo

e pureza dentro dos valores aceitaveis de desvio, conforme apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Dados gerais de caracterizacdo dos compostos finais (4a-4g).

Compostos  Aspecto fisico Ponto de Rendimento Massas Experimental Rotacdes opticas  Pureza

" L fusio (°C) (%) [M+H]* m/z (la] D) (%)
4a Solido branco 183-185 41 484,1877 15,00 83
4b i

Solido branco 160-162 57 498,1388 -5,00 95
4c Sélido branco 148-150 30 469,1865 3,00 85
4d Solido rosa 163-165 54 488,1360 2,00 92
4e Solido branco 210-212 25 463,1444 -10,00 92

s 96

4f Solido branco 161-163 56 448,1321 6,00
4g Solido amarelo 168-170 50 462,1468 2,00 95

Dentre 0s 7 compostos sintetizados, 6 sdo inéditos, tendo como exce¢do 0 composto
4f derivado aromatico da anilina. Conforme os dados da tabela 2, na qual constam
propriedades que caracterizam os compostos 4a-4g, sdo apresentados valores obtidos nos
experimentos de espectrometria de massas que se apresentaram dentro de valores aceitaveis
de desvios, ndo sendo superiores a 5 partes por milhdo-ppm. As analises de rotacdes dpticas
foram realizadas por se tratarem de compostos que possuem centro quiral, sendo assim sdo
substancias opticamente ativas que podem ser caracterizadas enquanto o desvio da luz
polarizada para a direita (dextrdgira) ou para esquerda (levogira). Os resultados destes
experimentos nos mostraram que dentre os compostos obtidos temos 5 moléculas (4a, 4c,
4d, 4f e 4q) dextrdgiras e 2 (4b e 4e) levogiras. Em relagdo 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 fusdo, o qual mostra variagdes de até 2° C o que sugere,
também, uma alta pureza dos compostos obtidos.

Em relacdo a caracterizagdo por RMN, o0s compostos finais apresentaram

deslocamentos quimicos comuns para toda a série (4a-4g), que puderam ser usados para
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comparar e comprovar a formacdo dos mesmos. Para a analise dos espectros de RMN de
!4 e BC utilizamos como referéncia o composto 4b apresentado na figura 25 e 26
respectivamente. Esse composto foi utilizado como referéncia visto ter sinais comuns a
todo a série e, também, por apresentar pureza de 95%. Além disso, permite a confirmacao

da formacdo do produto pelo sinal referente ao carbono metilénico (CH2) do anel

hidantoinico em 3,84 ppm (singleto).

Figura 25. Espectro de RMN 'H do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-
0x0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b)
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Os sinais de RMN H correspondentes a formagio do composto 4b (figura 25),
foram analisados comparativamente ao intermediério 3 (tabela 3). Na analise evidenciamos
o0 desaparecimento do sinal referente ao singleto largo em 12,69 ppm pertencente ao acido
carboxilico (COOH) do composto 3, o surgimento de um singleto do hidrogénio amidico
(C=ONH) em 8,00 ppm que corresponde a formacdo da amida, fruto da reacdo de
acoplamento e o aparecimento do tripleto em 8,14 ppm (J= 5,4 Hz- 1H) referente ao
hidrogénio amidico (C=ONH) do anel hidantoinico. Assim como, foi detectado o
aparecimento do singleto em 3,84 ppm correspondente a 2 hidrogénios metilénicos (CH>)
da hidantoina somados, na mesma regido a permanéncia do multipleto em 3,81-3,77 ppm,
correspondente ao hidrogénio ligado ao carbono quiral da L-fenilalanina. Além da presenca
dos sinais em 3,24 ppm (dubleto, J= 4,8 Hz- 2H) e 2,93-2,82 ppm (multipleto- 2H)
referente aos 4 hidrogénios da regido alifatica da 3-2-(aminoetil)hidantoina. Os demais
sinais comparativos matém-se presente na estrutura e estdo descritos na tabela 3

confirmando a obtenc¢do do composto.

Tabela 3. Comparacio dos sinais do RMN de *H do composto intermediario (3) e final
(4b).

Compostos

RMNde'H COOH C=ONH, C=ONH, ArH C=ONH CH; SO,NH ArH ArH ArHg,, CH, CH,, CH,,, CH, CH, CH, CH"
a h b en “ 2h auiral de CH, deCH,
(300 MHz, (ppm)  (ppm) (ppm)  (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) -
DMSO0-d (ppm)  (ppm)
8,25 195 760 7125 6,59 3,90 2,94 2,71
3 12,69 12,00 d,J= ,J= 79 (d,J= (d,J= T2 (d,J= (td, J = (dd,J= (dd,J=
(s, 1H) (s, 1H) h 9,1 Hz, - 9,6 Hz, (s,1H) 8,7 Hz, 8,7Hz, (s,5H) 9,6Hz, 9,2,6,0 B - 13,6,5,1 13,7,9,3
1H) 1H) 1H) 1H) 1H) Hz, 1H) Hz, 1H) Hz, 1H)
8,14 8,05 7,90 7,56 7,23 6,58 3,24
ab 11,98 tJ= (dJ= 800 (dJ= 783 (dJ= dJ= 71 (dJ= 384 ;2; d,J= i:i ?,"'0’;' ;2?‘
(s, 1H) 54Hz, 90Hz (s,1H) 9.6Hz, (s,1H) 84 Hz, 88Hz (s,5H) 9,6 Hz, (s,2H) {m.IH) 4,8 Hz, (mgzn) (mlIH) {m.IH)
1H) 1H) 1H 1H 1H 1H) . 2H) " > 4

C=0ONHgq (q=quinolinona); C=ONHh (h=hidantoina); CH2n (h=hidantoina), ArHzeni (fenil=fenilalanina).

Em relagdo aos sinais do RMN de *C (figura 26), os principais deslocamentos
relacionados aos carbonos carbonilicos das amidas sé@o observados em 172,51 ppm. Esses
sinais sdo referentes a amida formada pela reacdo de acoplamento em 171,02 ppm pertencente
a quinolinona e os sinais com deslocamentos de 162,41 ppm e 157,93 ppm referentes as
carbonilas do anel hidantoinico. Os deslocamentos quimicos e a intensidade dos sinais de

carbono do anel aromatico 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 Unico carbono metilénico (CH>) pertencente a hidantoina em 46,38
ppm.

Figura 26. Espectro de RMN *3C do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-
0x0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b)
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No espectro de infravermelho do composto 4b (Figura 27), podemos observar as
bandas de deformac&o axial de N-H em 3268 cm referente a sulfonamida e em 3332 cm-
! correspondente a quinolinona. Além disso, podem ser visualizadas as vibracdes de
deformacdo axial em 1776 cm™ da carbonila (C=0) do anel hidantoinico, 1705 cm™
referente a carbonila (C=0) da amida secundaria formada e outra banda em 1659 cm™ da
deformacdo angular do N-H da quinolinona. Também sdo evidenciadas bandas de
estiramento assimétrico e simétrico do grupo SOz2em 1319 e 1151 cm™, 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-ox0-1,2-
dihidroquinolina-6-sulfona-mida)propanamida (4b)
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4.1.5 Sintese e caracterizacdo dos derivados sulfonamidicos (5a-d e 6a-d)

A metodologia aplicada para obtencdo dos 8 compostos derivados sulfonamidicos
(5a-d e 6a-d) foi realizada com base em metodologia adaptada de Schrdder e colaboradores
(2001) (Figura 28). A reagdo de formagédo da sulfonamida trata-se de uma reagdo de

adicéo/eliminacdo, conforme o mesmo mecanismo de reacdo apresentando no esquema 9.

Figura 28. Sintese dos compostos derivados sulfonamidicos (5a-d e 6a-d).
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A metodologia descrita por Schréder e colaboradores sofreu adaptacdes nas
condicdes reacionais e de purificacdo tornando-se eficaz para obtencdo dos nossos
derivados sulfonamidicos. Primeiramente nas condi¢des 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 observdvamos por analise de CCD
grande quantidade de reagentes de partida, além dos mesmos ndo estarem totalmente
sollveis na reagdo. Sugere-se que 0 aumento da temperatura seja necessario para aumentar
a solubilidade e reatividade dos reagentes em questdo. Em relacdo a purificacéo,
diminuimos o pH 2,5 (metodologia seguida) para pH 1, pelo fato de que em pH 2,5 ainda
visualizamos por anélise de CCD a presenca de produto na fase aquosa e nao totalmente
precipitado. Sendo assim, consideramos que para reacdes de sulfonilagio com
aminoacidos, a temperatura da reacdo e o pH, no processo de purificacdo, devem ser
cuidadosamente monitorados, pois sao fatores que influenciam diretamente no rendimento
final da reacdo (UGWU et al., 2017).

Os aspectos fisicos, rendimentos das reacdes, pontos de fusdo, valores
experimentais de espectrometria de massa, rotaces opticas e a purezas por CLAE obtidos
para 0s compostos 5a-d e 6a-d encontram-se descritas na tabela 4. A caracterizacao
completa, espectros e cromatogramas dos compostos encontram-se no anexo A pags. 131-
155.

Tabela 4. Dados gerais e de caracterizacao dos compostos derivados sulfonamidicos.
(5a-d e 6a-d).

Compostos  Aspecto fisico Poillu:lc Rendimento Massas Exp_crimenla] Rotacoes opticas  Pureza
fusdo ("C) (%) [M-H] m/z ([a] D) (%)
Sa Solide branco 100-102 65 304,0734 43,00 98
5b Solido branco 180-182 80 256,0750 28,00 98,5
5c¢ Solide branco 139-140 75 270,0933 -19,00 97
5d Solido cinza 226-227 55 343,0929 -82,00 96
6a Solido branco 199-201 65 361,1008 3,00 96
6b Solide branco 114-116 82 313,0889 59,00 96,5
6¢ Solido branco 105-106 75 327,1037 22,00 96

6d Solido cinza 106-108 50 400,1203 -142,00 86
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Os rendimentos obtidos para 0s compostos 5a, 5d, 6a e 6d foram menores, quando
comparados aos outros compostos. Atribuimos o ocorrido a perda de produto no processo
de purificacdo, visto que ap0s a precipitacdo o produto apresentou caracteristicas
higroscépicas, dificultando o processo de filtracdo e lavagem. Acreditamos que isso tenha
influenciando ndo somente no rendimento, mas também, na purificacdo do composto 6d
que atingiu apenas 86% de pureza (tabela 4).

Para todos os compostos derivados sulfonamidicos (5a-5b e 6a-6b), os valores
experimentais de espectrometria de massas apresentaram-se dentro de valores aceitaveis
de desvios, previamente relatados. As analises de rotacdes Opticas apresentam 5 moléculas
(5a, 5b, 6a, 6b e 6¢) dextrogiras e 3 (5¢, 5d e 6d) levdgiras confirmando a presenca de
centro quiral nos compostos. Em relacdo a porcentagem de pureza por CLAE, mesmo 0
composto 6d apresentando-se com 86%, ndo houve variacdo maior que 2° C nos valores de
ponto de fusdo (tabela 4).

De modo a ilustrar o perfil dos sinais espectroscOpicos caracteristicos dos
compostos formados, utilizamos como exemplo, os espectros de RMN 'H, RMN C e de

infravermelho obtidos para o composto 6a (figuras 29, 30 e 31 respectivamente).

Figura 29. Espectro de RMN H (S)-Acido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-
propanoico (6a).
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No espectro de RMN *H do composto 6a (Figura 29), sdo observados os sinais que
evidenciam a formagdo do produto pelos deslocamentos do singleto em 10,25 ppm
caracteristico da amida do substituinte p-acetamida (C=0-NH), do dupleto em 8,13 ppm
referente ao hidrogénio do nitrogénio sulfonamidico (SO2-NH) que possui constante de
acoplamento J= 9,0 ppm, possivelmente pelo acoplamento com o hidrogénio do carbono
quiral em 3,85 ppm (td, J =8,7, 6,2 Hz). Enquanto que o carbono quiral também acopla
com o CHy do CH> 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 caracteristicos dos hidrogénios do anel aromatico para-substituido, além do
singleto em 2,09 ppm referente aos hidrogénios da metila (C=0-CHs) do substituinte p-

acetamida.

Figura 30. Espectro de RMN 3C do (S)-Acido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-
fenilpropanoico (6a).
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Na analise do espectro de RMN **C do composto 6a (figura 30), pode-se observar

o0s sinais da carbonila do &acido carboxilico 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 aromético ligado a por¢do sufonilica e a
porcdo acetamidica, o sinal em 57,29 ppm correspondente ao carbono quiral ligada ao
nitrogénio da sulfonamida e o sinal em 24,10 ppm ao carbono da metila do substituinte p-
acetamida, sinal mais blindado.

J& no espectro de 1V do composto 6a, apresentado na figura 31, as bandas de
deformacdo axial de N-H em 3290 cm™ referente a sulfonamida. Além disso, pode ser
observada uma banda em 3360 cm™ referente a deformacio axial e outra em 1660 cm™
referente a deformacdo angular do N-H da amida do grupo substituinte p-acetamida.
Também sdo evidenciadas bandas de estiramento assimétrico e simétrico do grupo SO2em
1325 e 1160 cm?, respectivamente (SILVERSTEIN et al., 2006).

Figura 31. Espectro no IV do (S)-Acido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-
propanoico (6a).
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De forma geral, os compostos derivados sulfonamidicos ndo apresentaram
dificuldades para serem isolados e foram obtidos em quantidades suficientes para
realizacdo de ensaios biologicos e, também, para dar continuidade a rota sintética

estabelecida.
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4.2 Ensaio Bioldgico

4.2.1 Ensaio enzimético

O ensaio enzimatico usados para estudo com a enzima LSD1 esta acoplado a
Enzima Horseradish Peroxidase (EHP) e baseia se numa metodologia indireta de formacéo
de H20> produzido durante a reagéo de desmetilagdo mediada por LSD1 (FORNERIS et
al, 2005). Sendo assim, no modelo experimental de inibicdo enziméatica que possua a
presencdo de possiveis moléculas inibidoras, a quantidade de H>O: liberada diminui,
devido a diminuicdo da atividade da enzima, 0 que promove consequentemente a
diminuicao da oxidacdo do Amplex red em resorufina (composto fluorescente), permitindo
a quantificacdo dessa atividade pelo flurorimetro (SCHMITT et al., 2014). O mecanismo
detalhado do ensaio enzimatico estéa descrito no sub-topico 1.4.3.1.

Assim, o composto 3 (esqueleto principal) e os compostos finais planejados (4a-
4qg) foram submetidos aos ensaios enzimaticos frente a enzima LSD1. Realizou-se estes
testem com o intuito de determinar a poténcia desta classe de compostos. Os demais
compostos derivados sulfonamidicos (5a-5d e 6a-6d) ainda estdo sendo ensaiados.

Em um primeiro momento, como observado no grafico da figura 32, os compostos
foram testados em dose uUnica, na concentragdo de 5 uM, dose esta utilizada como
referéncia nos protocolos de inibicdo para a enzima LSD1. Como controle positivo foi
usado o composto GSK2879552 (85% de inibigédo, barra verde figura 32), na mesma
concentragdo. Os experimentos foram efetuados em duplicata e calculado o desvio padrao.
Nesta concentracdo, a maioria dos compostos ndo apresentaram inibicdo significativa, visto
que a atividade enzimatica da LSD1 se mostra > 100 %, com exce¢do dos compostos 4c
(barra azul) e 4g (barra vermelha) que apresentaram inibicdo enziméatica com valores de

9% e 11% respectivamente.
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Figura 32. Gréafico do resultado de ensaio enzimatico de dose unica do composto 3 e
compostos finais (4a-4g) frente a enzima LSD1 na concentragdo de 5 uM.
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Apbs os resultados preliminares, novos testes de inibi¢do foram realizados para 0s
compostos 4c e 4g, desta vez em concentrages de 50 uM e 500 uM. Assim como
anteriormente, os experimentos foram realizados em duplicata, sendo calculado o desvio
padrdo. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 33 e como observado no gréfico,
0 composto 4c (barra azul) em 50 uM e 500 uM ndo apresentou inibicdo da enzima LSD1
suficiente para ser considera significativa e com atividade promissora. Contudo, o
composto 4g (barra vermelha) promoveu uma diminui¢do na atividade enzimatica de 64%
em 50 uM e 57% em 500 pM.

Uma vez que muitos eventos podem modular uma inibi¢do enzimatica e, também,
influenciam significativamente na avaliacdo in vitro da atividade de compostos quimicos,
0 aumento da concentracao dos inibidores em 10x e a pouca varia¢do em relacdo a atividade
inibitéria frente a LSD1 sugerem um possivel mecanismos promiscuos de inibicéo.
(VIVIANI et al., 2018; McGOVERN et al., 2003).
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Figura 33. Gréfico do resultado de ensaio enzimatico dos compostos 4c e 4g frente a
enzima LSD1 na concentragdo de 5 uM, 50 uM e 500 pM.
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Uma inibicdo enzimatica é considerada “promiscua” quando nao se da exatamente
pela interacdo do inibidor com a enzima, mas quando ocorre a formacdo de agregados
moleculares, que sdo formados em solugbes, com concentracbes micromolares e
submicromolares, inibindo ou ativando proteinas de forma nédo especifica e reversivel,
principalmente por adsorcédo na superficie das enzimas (ALDRICH et al., 2017; IRWIN et
al., 2015).

Este tipo de inibicdo pode ter sido responsavel pelos valores obtidos no ensaio de
inibicdo enzimatica do composto 4g. Possivelmente esse composto, atingiu a concentracdo
de agregacao critica (CAC) que é especifica para cada composto, sendo assim, alguns
compostos podem agregar a 5 uM, enquanto outros a 50 pM. Portanto, nem todos os
agregados se comportam da mesma maneira em relacdo ao mesmo alvo. Além disso,
estudos que correlacionam os mesmos agregadores versus diferentes alvos, demonstram
que as proteinas tém diferentes suscetibilidades & agregacéo. E importante ressaltar que a
formacdo de agregados dependente de mudltiplos fatores experimentais, incluindo a
estrutura dos compostos, as condi¢des do ensaio e a suscetibilidade do alvo na presencga de
agregados (TOROSYAN, SCHOICHET, 2019; AULD et al., 2017).

Em 2003, McGovern e colaboradores descreveram 3 possiveis mecanismo de agédo
que podem explicar a inibicdo baseada em agregados. O primeira propGe que a ligacéo ao
agregado promove um evento de desdobramento parcial da enzima, por outro lado, a

ligacdo a0 mesmo pode ter o efeito oposto, pois em vez de aumentar a flexibilidade, pode



77

enrijecé-la, restringindo movimentos dindmicos necessarios para a catalise e finalmente o
agregado bloqueia fisicamente o sitio ativo e sequestra a enzima do substrato (COAN et
al., 2009; McGOVERN et al., 2003).

Neste contexto, a literatura destaca a importancia do uso de procedimentos
experimentais como, por exemplo, o uso de detergente ndo iénico (Triton X-100 e Tween-
80), j& que a inibicdo baseada em agregados pode ser rapidamente revertida pela adi¢do do
detergente, indicando a recuperacdo da atividade enzimatica. Assim, esses experimentos
podem ser explorados, com o objetivo de corroborar para o entendimento dos resultados
de ensaio enzimatico dos compostos planejados (VIVIANI et al., 2018; MALVEZZI et al.,
2008). De forma geral, os compostos analisados ndo apresentaram inibicéo frente a LSD1,
com excecdo do composto 4g. Contudo, novos estudos devem ser tragados para

certificarmo-nos se esses compostos sao verdadeiramente inativos ou ativos contraa LSD1.

4.2.2 Ensaio de viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada pela biorredugcéo do MTT ou sal de
tetrazélio a formazan (um cristal de cor escura). Esse ensaio € um método colorimétrico
que avalia o metabolismo celular, por meio da atividade da enzima succinato-
desidrogenase, responsavel pela conversdo do sal, que esta presente nas mitocéndrias. Esse
cristal, insolivel em meio aquoso e solivel em DMSO, pode ser quantificado por
espectrofotometria apds lise celular induzida. Esta técnica baseia-se numa relacdo
diretamente proporcional entre a quantidade de formazan produzida e a concentracéo de
células viaveis no meio, visto que quanto maior a concentracdo de células vidveis, maior
sera a quantidade de reducdo do sal de tetrazolio e formacdo de formazan. Assim, foi
possivel quantificar a viabilidade celular expondo a linhagem celular escolhida em contato
aos compostos planejados neste trabalho (SCHERLIEB, 2011; AZIZ, 2006;
CARMICHAEL et al., 1987; PARK et al., 1987; MOSMANN, 1983).

Para este teste foi utilizado linhagem celular de Leucemia Mieldide Aguda (LMA)
do tipo HEL e avaliados 16 compostos (compostos 3; 4a-4g; 5a-5d e 6a-6d). As células de
LMA sdo amplamente estudadas, visto o desenvolvimento de recidivas quimio-resistentes,
0 que torna este tipo de cancer de sangue com alta letalidade (CAIADO et al., 2019;
FERRERA & SCHIFFERS, 2013).
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Na tabela 5, apresentamos os resultados de concentracdo inibitéria média (Clso),
intervalo de confianca 95% (IC 95%) e R? (coeficiente de determinacio), obtidos com a
andlise dos 16 compostos, utilizando como controle positivo a doxorrubicina. A Clsg
refere-se a concentragcdo dos compostos necessaria para reduzir o nimero de células viaveis
em 50%, o resultado de IC 95% é o intervalo que possui o valor superior e inferior de Clso
calculado a partir de uma amostra e o RZindica o quanto o modelo foi capaz de explicar os
dados coletados, nele o R? 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. VValores obtidos pelo ensaio de biorredugéo do MTT.

Compostos Cl [uM]? IC 95% R?
3 8,466 6,366— 11,10 0,8899
4a 9,164 7,562 - 11,06 0,9390
4b 20,25 ND 0,2528
dc 7,800 5,576 10,66 0,8591
4d 7,827 5,065-11,71 0,7828
de 6,960 4,702-9,919 0,8318
4f 9,274 6,890 - 12,21 0,8738
4g 13,58 10,13 - 18,34 0,8073
S5a 8,704 59711243 0,8320
5b 15,87 7,932 4743 0,5592
5¢ 10,38 6,077 — 18,63 0,6966
5d 5,302 3,830-7,213 0,8937
6a 6,615 4,431-9,608 0,8407
6b 10,02 6,328 - 17,09 0,7355
6¢c 11,33 8,861 — 14,38 0,8861
6d 8,143 5,946 — 11,00 0,8712
Doxorrubicina 0,3405 0,2891 -0,40 0,9478

2 n=3 experimentos independentes, realizados em duplicata. ND= Nio Determinado

De forma geral, os compostos apresentaram-se ativos frente a linhagem HEL com
valores de Clso muito préximos, tendo como excecdo o composto 4b cujo valor de Clso de
20,25 uM. Os compostos mais potentes foram os 4e, 5d e 6a com valores de Clso de 6,96
uM, 5,30 uM e 6,61 uM, respectivamente, apresentando concentragdes muito proximas,
sugerindo poténcias muito semelhantes.

E importante ressaltar que os compostos avaliados apresentaram-se menos potentes

em comparacdo ao farmaco referéncia, visto que apresentaram valores de Clso maiores que
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o farmaco doxorrubicina (0,34 uM) (Figura 34). No entanto, mesmo ndo apresentando
valores proximos ao do composto referéncia é valido a continuidade dos estudos, visto as
estruturas dos compostos 4a-4g serem diferentes do composto referéncia e possivelmente,
atuem por mecanismos de acdo diferentes da doxorrubicina. Além de se saber, que mesmo
bem utilizada na terapéutica, possui grande toxicidade, podendo causar principalmente
cardiopatias e em alguns casos resisténcia aos tratamentos recidivos (RAZAVI-
AZARKHIAVI et al., 2017). Assim, os resultados obtidos sdo de grande importancia,
porém os dados sdo preliminares e estudos mais aprofundados precisam ser realizados,
assim como ensaios de toxicidade em células ndo-tumorais e também outras linhagens

celulares tumorais e normais.

Figura 34. Gréaficos obtidos com os resultados de bioreducdo do MTT correlacionando a
porcentagem de inibicdo de crescimento (%) versus concentracdo, em escala logaritmica
[uM], dos 16 compostos testados.
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* Compostos do grupo testados que ndo fizeram parte do planejamento.

Nos graficos apresentados na figura 34, 0s compostos apresentam curvas de
concentracdo de Clso muito semelhantes (graficos 1 e 3), onde as mesmas apresentam o0
mesmo aclive, indicando que eles podem vir a apresentar o mesmo potencial de inibigédo

do crescimento, sendo 0s compostos mais ativos 0 4¢ (Clso= 7,80 uM) no grafico 1 e o 5d
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(Clso= 5,30 uM) no grafico 3. Ja no grafico 2, o composto mais ativo ¢ o 4e (Clso= 6,96
uM) e o com maior Clso € 0 5b (15,87 uM), sendo, portanto, menos ativo que 0s outros.
Contudo, sua curva-dose resposta € muito similar as curvas dos compostos 5¢ e 6b, que
apresentam Clso muito proximas (10,38 e 10,02, respectivamente). Observa-se que tais
curvas inibem muito pouco o crescimento das células a partir da terceira concentracdo
testada (porcentagem de inibigdo proxima de zero). O gréfico 4, evidencia a maior poténcia
da doxorrubicina em comparagéo aos compostos 3 (Clso= 8,46 uM), 4a (Clso= 9,16 uM) e
4b (Clso= 20,25 uM) visivelmente menos ativo.

Numa sugestdo preliminar da avaliacéo estrutural dos compostos, comparando 0s
dados obtidos de Clso, observamos que 4 dos 8 compostos derivados sulfonamidicos (5a-
5d e 6a- 6d) que tem sua estrutura oriundas dos aminoacidos hidrofébicos alifaticos como:
a valina e a leucina, independentemente da variacdo de cloreto de sulfonila, apresentaram
diminuicao da atividade (Clsp > 10 uM) quando comparados aos aminoacidos hidrofobicos
aromaticos (5a, 5d, 6a e 6d). Esses compostos séo 0s 5b (Clse= 15,87 uM), 5¢ (Clso= 10,38
uM), 6b (Clsog= 10,02 uM) e 6¢ (Clso= 11,33 uM).

Em relacdo as variacdes do cloreto de sulfonila, a presenca ou ndo do grupo p-
acetamida para os analogos 5a e 6a, 5b e 6b e 5¢c e 6¢, ndo promoveu diferenca de
citotoxicidade, pois os valores de Clso se encontram dentro do intervalo de confianga entre
0s pares, sugerindo que possam ter poténcias semelhantes (Tabela 5). Diferentemente dos
compostos 5d e 6d, que apresentam Clso de 5,3 uM e 8,14 uM respectivamente, porém os
valores da margem de confianca do composto 5d (IC 95= 3,83-7,21) ndo abrange o valor
de Clso do composto 6d (IC 95= 5,94-11,00), e assim é valido para a analise contraria.
Portanto, possivelmente a presenca 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 alteracGes estruturais realizadas sobre
0 esqueleto das moléculas, a atividade manteve-se semelhante, 0 que torna uma possivel
classe promissora de antineoplasicos.

Novos testes serdo realizados no intuito de obtermos o entendimento sobre a
poténcia desta classe de compostos frente as linhagens leucémicas, haja visto os valores
interessantes de Clsp encontrados, o que podem trazer a possibilidade de mais opg¢des para

clinica no tratamento das leucemias.
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4.3 Estudos in silico

4.3.1. Ancoramento molecular (Docking)

Buscando entender a complementariedade estrutural entre os ligantes e LSD1, o
que pode nos fornecer subsidio tedrico para o entendimento do mecanismo de inibicao
enzimatica deste alvo, foi feito um estudo de ancoramento molecular utilizando a estrutura
cristalogréfica da enzima (pdb: 3ZMT) e as estruturas dos ligantes (prototipo
ZINC0961148410 e 4g). O reconhecimento dos principais residuos de interacdo molecular
e orientacbes dos ligantes ativos no sitio ativo da enzima, devem nos nortear o
entendimento do mecanismo de inibi¢do enzimatica da enzima LSD1, e com isso sugerir
0s motivos que levaram a inibi¢do enziméatica com composto 4g.

O protocolo de docking foi estabelecido pelo redocking do peptideo PRSFLV na
enzima LSD1, pdb: 3ZMT (Figura 35). Para isso durante o redocking foram testadas todas
as funcOes de escore presentes no programa GOLD (ASP, ChemPLP, GoldScore,
ChemScore) e variou-se 0 &tomo centroide e o tamanho do raio do sitio de interacdo, nos
permitindo obter poses do ligante fidedignas em relacdo a pose do cristal. Assim, O
protocolo foi estabelecido visto a melhor relacdo, entre os valores de funcdo de
ranqueamento ChemPLP, RMSD e a anélise visual (sub-topico 3.2.5.1 -Quadro 4);
carbono aromatico da Phe538 (CZ- Phe538) como centro do sitio e raio de 14 A a partir do
centroide. O FAD foi mantido durante o processo, pois é o cofator essencial para o
mecanismo catalitico da LSD1. O critério da andlise visual permite pontuar cada pose,
conforme sua sobreposicao em relacéo ao peptideo PRSFLV co-cristalizado, considerando
a maior pontuacdo aquela que apresenta sobreposicao total ao peptideo em questdo e a
menor pontuacao aquela em que o ligante encontra-se em uma cavidade ndo esperada.

Apbs o redocking, foram escolhidas 20 melhores poses as quais selecionou-se a que
apresentou concomitantemente o maior valor de funcdo de ranqueamento ChemPLP
(77,505), menor RMSD (3,0 A) e a maior pontuacdo frente a analise visual feita pela
sobreposicdo do peptideo PRSFLV na estrutura cristalografada da LSD1- 3ZMT. Nesta
andlise ndo observamos a total sobreposicao da pose escolhida, porém ela ocupa as mesmas
cavidades do peptideo PRSFLV e evidenciamos as interagdes com os residuos His564 e
ALAb539 que sdo descritos como importantes para atividade enzimatica como observado
na Figura 35 (TORTORICI et al. 2013). Também levando-se em consideracdo a
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flexibilidade do peptideo PRSFLV podemos considerar o metodo validado, visto que
segundo Kurcinski e colaboradores (2015) em analise de docking com 5 a 15 aminoéacidos
0 RMSD < 3,0 A ¢ considerado com predico de alta qualidade (KURCINSKI et al., 2015).

Figura 35. Resultado da validacdo de ancoramento por redocking do peptideo PRSFLV
(laranja) sobreposto ao peptideo na estrutura cristalografada da enzima LSD1- 3ZMT
(azul) (a direita) e grafico relacionando os valores da funcéo de ranqueamento ChemPLP
versus valores de RMSD das 20 melhores poses (a esquerda).
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A funcdo de ranqueamento selecionada (ChemPLP) é padrdo no programa Gold
versdo 5.1. Esta funcdo usa dados de ligacdo de hidrogénio do ChemScore e multiplos
potencias lineares para 0 modelo de Van der Walls. Possui rapida performance para
calculos (4x mais rapido que a funcdo GoldScore) e em testes de validacdo mostrou-se ser,
geralmente, mais eficaz do que outras funcdes de pontuacdo, tanto para previsdo de poses
quanto para a triagem virtual (CCDC, 2020).

Apoés a validacdo da metodologia, foi realizado o docking em triplicata dos
compostos 4g e protétipo ZINC0961148410. Ambos apresentaram valores de funcGes

ChemPLP similares como podemos observar na tabela 6.
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Tabela 6. Resultados obtidos das fun¢des de escore ChemPLP.

Docking em LSD1 Funcio de score ChemPLP (triplicata)
Compostos #1 #2 #3 Média
Protétipo- 71,68 72,93 72,92 72,51
ZINC0961148410 ’ ’ ’ ”
4g 73,36 72,82 70,29 72,15

As interacBes comuns encontradas entre o peptideo PRSFLV co-cristalizados
(Figura 36), o prot6tipo ZINC0961148410 (figura 37-A) e 0 composto 4g (figura 37-B) séo
interacdes hidrofobicas (FAD, PHE-538, ALA809), ligacdes de hidrogénio com o residuo
ALA539 (aceptor de ligacdo de H) e nitrogénios basicos das moléculas, assim como
ligacOes de hidrogénio entre a HIS564 (aceptor de hidrogénio) e hidroxilas e carbonilas das
estruturas. J& quando comparamos 0 prot6tipo ao composto 4g, observamos apenas a
interacdo com o residuo ALAS539 (aceptor de ligacdo de H). Este residuo é descrito como
de grande importancia na inibicdo da LSD1, assim sugerimos que 0 composto 4g possa
atuar da mesma maneira na inibi¢cdo (TORTORICI et al. 2013). Contudo, ndo é observada
a interacdo do composto 4g com os residuos TYR761 e ASN535 (doadores de ligacdo H)
por meio de ligacdo de hidrogénio, presentes na interacdo do protétipo ZINC09611484, o
que pode possivelmente ter acarretado a diminuicdo de sua atividade na inibicdo da LSD1
(Figura 37).

Figura 36. Interacdoes presentes na estrutura cristalografada do Peptideo PRSFLV
(PDB:3ZMT).
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Também observamos que os residuos GLU559, ASP553 e ASP556 que interagem
com o peptideo PRSFLV (Figura 36), ndo possuem interacdo com o prototipo (Figura 37-
A) e nem com o composto 4g (Figura37-B). Esse resultado nos da indicios de que essas
interacdes eletrostaticas, entre o grupo de aminas positivamente carregadas e 0s residuos
negativamente no sitio ativo da enzima, devem ser melhor exploradas visando a obtenc¢éo
de inibidores. Essa observacdo € permissiva, visto que essas interacdes ndo se mostraram
cruciais para a inibicdo da LSD1, pois 0s compostos que néo as apresentaram néo tiveram
perda total de inibicdo enzimatica, porém as interacdo com esses residuos pode levar a um

aumento na poténcia (FU et al., 2017).

Figura 37. Resultados da simulacdo de Docking. A. Interacdoes observados do protétipo
ZINC0961148410 com a LSD1. B. Interacéoes observadas do composto 4g com a LSD1.
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Para 0 anélogo derivado benzilaminico (4g) o resultado do docking (figura 37-B),
sugere que os grupos sulfonamidicos e amidicos ocupam a mesma regido da enzima quando
comparado ao protdtipo ZINC0961148410. As interacOes observadas para o0 composto 4g
em relacdo a LSD1 foram com His564 (aceptor de ligacdo de hidrogénio), ALA539
(aceptor de ligagdo de H) e com os residuos PHE560, TYR807 e ALA809 no bolso
hidrofébico.

Ao sobrepormos o peptideo PRSFLV co-cristalizado, o prototipo ZINC09611484
e 0 composto 4g na cavidade da LSD1 (figura 38), pode ser observa a ocupacao do bolso
hidrofébico do sitio ativo da enzima pelo grupo benzila da por¢do benzilamida do
composto 4g (interacdes com residuos PHE560, TYR807- Figura 37-B). E notéavel que esse
bolso ndo é ocupado pelo grupo aromatico do peptideo PRSFLV e do prototipo
ZINC09611484 (Figuras 36 e 37-A). Esse resultado sugere que a ocupacdo desta regido
deve proporcionar o bloqueio na entrada da cavidade do sitio 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

gue poucos compostos com mecanismo reversiveis chegaram aos testes clinicos.

Figura 38. Sobreposicao do peptideo PRSFLV (verde turquesa), protétipo ZINC09611484
(roxo) e o composto 4g (azul) na cavidade da LSD1.
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5. CONCLUSAO

Para a presente tese, 0 planejamento e sintese das moléculas foi realizado com a
finalidade de obtencdo de compostos derivados carboxamidicos (4a-4g) e compostos
derivados sulfonamidicos (5a-5d e 6a-6d), no intuito de avaliar suas atividades inibitdrias
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 interacdes e complementaridade do prototipo ZINC09611484,
obtido preliminarmente por triagem virtual, e do composto 4g com o sitio de interacdo da
LSD1.

Primeiramente, as metodologias de sinteses aplicadas apresentaram-se adequadas e
eficazes. Dos 7 compostos finais planejados (4a-4g), 6 sdo compostos inéditos o0s quais
foram completamente caracterizagio por RMN 'H, RMN 3C, ponto de fuséo,
infravermelho, valores experimentais de espectrometria de massas, rotacdo Optica e
definicdo da pureza por CLAE. A maioria dos compostos se apresentou com pureza de
~95%, ou seja, em condicdes adequadas para a realizacdo dos ensaios bioldgicos, com
excecao dos compostos 4a e 4c que apresentou 83% e 85% de pureza respectivamente e
seu método de purificacdo precisara ser reavaliado. Os rendimentos reacionais variaram de
25% a 57%, valores compativeis com os dados da literatura para a reagdo de acoplamento
com EDC.HCI.

Quanto a série dos derivados sulfonamidicos (5a-5d e 6a-6d), foram obtidos 9
compostos com pureza maior que 95%, com exce¢do do composto 6d que obteve 86% e
precisa ter sua purificacdo aprimorada. Apresentaram metodologia sintética adequadas e
eficazes com rendimentos entre 50-82%. Os compostos foram totalmente caracterizados
por técnicas ja citadas anteriormente e juntamente com os compostos finais planejados (4a-
4g) foram enviados aos ensaios biologicos de inibigdo enzimética de LSD1 e ensaio de
viabilidade celular na linhagem HEL.

Os ensaios enzimaticos realizados com o0s compostos 4a-4g indicaram que apenas
0 composto 4g teve capacidade de inibir a LSD1 em 64% e 57% em 50 uM ¢ 500 uM
respectivamente. O aumento da concentracdo em 10x e a pouca variacdo em relacdo a
atividade enzimatica da LSD1, sugerem possivel mecanismos promiscuos de inibicéo, que
podem influenciar significativamente nos resultados de ensaios inibi¢do enzimética. Assim

novos testes devem ser realizados para esclarecer possiveis 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 Clsp muito proximos, tendo
como excegdo o composto 4b cujo valor de Clso de 20,25 uM. Os compostos mais potentes
foram os 4e (Clso=6,9 uM), 5d (Cls0=5,30 uM) e 6a (Cls0=6,61 uM), sugerindo poténcias
muito semelhante em linhagens leucémicas.

Os resultados obtidos com a simulacdo do docking para o anédlogo derivado
benzilaminico (4g) e para protétipo ZINC0961148410, sugeriu que 0S Qrupos
sulfonamidicos e amidicos se posicionam na mesma regido da enzima para ambos. Porém,
0 composto 4g mostra um menor numero de interagdes que o protétipo ZINC09611484.
As interacOes observadas para o composto 4g em relagdo a LSD1 foram com HIS564
(aceptor de hidrogénio), ALA539 (aceptor de hidrogénio) e com os residuos PHE560,
TYR807 e ALA809 no bolso hidrofébico. Possivelmente as interacdes nesse bolso
hidrofébico podem ter gerado um bloqueio na entrada da cavidade da enzima, dificultando
0 acesso do substrato, acarretando na diminuicéo da atividade enzimaética.

De posse de todas as informagdes obtidas, estes dados nos motivam a continuar a
pesquisa desses compostos, tanto na busca de novos hits baseados na estrutura do composto
49, como aprofundar os estudos com os 16 compostos na realizacdo de ensaios mais
especificos em células leucémicas resistentes e células sanguineas normais, com intuito de
desvendar o mecanismo de acao e possiveis alvos. Além de tudo, apresentamos compostos
inéditos com Clso interessantes, o que possibilita a pesquisa de mais opg¢des para o

tratamento das leucemias.
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Anexo A

Descricao, Espectros e Cromatogramas
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1

2-(1H)-Quinolinona (1): RMN H (400 MHz, DMSO-ds) & 11,70 (s, 1H- C=ONH), 7,87
(d, J=9,5Hz, 1H- CHp), 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- CH,). RMN %3C
(100 MHz, DMSO-ds) 6 165,00, 143,30, 141,96, 133,42, 130,95, 124,99, 124,82, 122,18,
118,20. Faixa de fusdo = 196-197 °C. Sdlido branco. Rendimento= 88%.

Espectro de RMN *H do 2-(1H)-quinolinona (1)
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Espectro de RMN *3C do 2-(1H)-quinolinona (1)
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Cloreto de 2-0x0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2): RMN H (600 MHz, DMSO-ds) &
11,80 (s, 1H, s, 1H, C=0ONH), 7,95 (d, J = 9,5 Hz, 1H, CHp), 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, CH, RMN %3C (151 MHz, DMSO-dg) & 165,36, 145,29, 143,59, 141,77, 131,63,
128,08, 125,31, 121,15, 117,57. So6lido marrom claro. Rendimento:80%
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Espectro de RMN *H do cloreto de 2-oxo0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila (2)
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Espectro do RMN 2D- gHSQCAD do cloreto de 2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonila
)

r20
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!
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g
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R r140
r160
180
r200
220
. . . . . .
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OH

(S)-Acido 3-fenil-2-(2-0x0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanoico (3): RMN *H
(300 MHz, DMSO-dg) 6 12,69 (s, 1H-COOH), 12,00 (s, 1H, C=0ONHy), 8,25 J = 9,1 Hz,
1H, ArH), 7,95 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHp), 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, ArHrenit), 6,59 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHa),
3,90 (td, J = 9,2, 6,0 Hz, 1H, CHquirar), 2,94 (dd, J = 13,6, 5,1 Hz, 1H, CHa de CHy), 2,71
(dd, J=13,7, 9,3 Hz, 1H, CHp de CH2).RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) § 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™): 3355, 3290, 1727, 1660, 1594, 1532, 1395, 1324, 1155,
1095, 968. ESI HRMS cal. para C1sHi6N20sS: [M + H]" m/z 372,08. Achado 373,0844.
Pureza: 95%. [o] D?°= -25,00 (c = 0,1, MEOH). Ponto de fusdo= 238 - 240 °C. Solido

amarelo claro. Rendimento= 75%.
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3-fenil-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-

(S)-Acido

'H do

RMN
sulfonamida)propanoico (3)
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Espectro de infravermelho do (S)-Acido 3-fenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanoico (3):

Espectro
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Cromatograma de
sulfonamida)propanoico (3):
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CLAE do (S)-Acido 3-fenil-2-(2-oxo0-1,2-dihidroquinolina-6-

Bodhooo
4000000
3000000
2000000
10000004
| &
e |
0 d— — e A\ | 1PDAMul1
T T T L
0 5 10 15 20 25 30 35 40
nun
1 PDA Multi 1/210nm 4nm
PDA Chl 210nm 4nm
Peals# Ret. Tume Area Resolution |Tailing Factor] Area % Peak Purnity Index
1 15.367 32751299 0.000 0.975 94 668 0.995904
2 16.768 491040 4921 1.105 1419 1.00000
3 17.230 335955 1.774 1.015 0.971 1.00000
4 17.929 1017737 2527 1.261 2942 0.99277
Totall 34596030 100.000
o) (\NH

3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propana-

mida (4a):RMN H (300 MHz, DMSO-de) & 12,04 (s, 1H, C=ONHy), 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, CHg), 7,90 (s, 1H, SO
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, ArHren), 7,12 (d, J = 7,4 Hz, 4H, ArHeeni), 6,60 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CH,), 3,90 (s,
1H, CHauiral), 3,14 — 3,03 (M, 2H, CHc e CHq de CH), 3,00 — 2,61 (m, 6H, Che e CHs de
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CHa, CHa e CHp de CHze 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-ds) & 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™): 3165, 3059, 1655, 1556,
1321, 1151, 1085, 952, 835, 750. ESI HRMS cal, para C24H29Ns04S: [M + H]* m/z 483,58,
Achado 484,1877. Pureza: 86%. [a] D?* = 15,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fus&o: 183-185

°C. Solido branco. Rendimento= 41%,

Espectro de RMN *H do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-
6-sulfonamida)propanamida (4a)
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Espectro de RMN *3C do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-
6-sulfonamida)propanamida (4a)
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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)

Intenséi_ Ecard 98 B.d: +MS2(484.1877), 30.0eV, 8.2min #487
x10 484.1877
6 -
44
2 -
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0 N l A I\
T T T T Y T T T
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Espectro de CLAE do 3-fenil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanamida (4a)

Bigbooo
] g
40000004 -
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] |
2000000 “
1 \
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] ‘ | E i S l
0 T — —k—u‘—w“/h‘)@"* A Jk-———']PDAMulril
——— 7T T T T T T T T
1] 5 10 15 20 25 30 35 40
min
1 PDA Multi 1/210nm 4nm
PDA Chl 210nm 4nm
Peaks# Ret. Time Area Resolution [Tailing Factor] Area % Peak Purity Index
1 4917 294796 0.000 1.312 0.620 0.99999
2 15.271 391291 41.213 0.942 0.823 1.00000
3 15.647 4751756 1.372 1.060 9.989 0.99887
4 17.046 39394843 4.721 1.048 82.818 0.99114
5 17.878 306411 3401 0.828 0.644 0.98458
6 18.132 352903 1.183 1.192 0.742 0.98384
7 18.444 563430 1.474 1.002 1.184 0.99979
8 18.766 1512626 1.456 1.120 3.180 0.99999
Total 47568057 100.000
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3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-0x0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfona-

mida)propanamida (4b):RMN H (300 MHz, DMSO-ds) & 11,98 (s, 1H, C=ONH), 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, CHjg), 7,83 (s, 1H, SO.-NH), 7,56 (d, J = 8,4 Hz, 1H, ArH), 7,23 (d, J
=8,8 Hz, 1H, ArH), 7,11 (s, 5H, ArHseni), 6,58 (d, J = 9,5 Hz, 1H, CH,), 3,84 (s, 2H, CH:
h), 3,81 — 3,77 (m, 1H, CHguiral), 3,24 (d, J = 4,8 Hz, 2H, CH>), 3,19-3,08 (m, 1H, CHade
CHy>), 2,93 — 2,82 (m, 2H, CH>), 2,65 — 2,61 (m, 1H, CHy, de CH), RMN C (75 MHz,
DMSO-ds) & 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™): 3332, 3268, 1776, 1705, 1659, 1550,
1445, 1319, 1151, 838. ESI HRMS cal, para C23H23Ns06S: [M + H]" m/z 497,52, Achado
498,1388. Pureza: 95%. [o] D?° = -0,5 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo= 160-162 °C.

Sélido branco, Rendimento= 57%.
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el
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Espectro de RMN !H do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-0x0-1,2-

dihidroquinolina-6-sulfo-namida)propanamida (4b)
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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)
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Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(2-(2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etil)-2-(2-oxo-1,2-
dihidroguinolina-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-oxo0-1,2-
dihidroquinolina-6-sulfo-namida)propanamida (4b)

.“_\\.
ioon.  Retention Time 1000
Mame \ | |
5004 |1 [=0"] m; o 500
[ E8:TE
|| wome" s
0+ AL 0
o0 ZTE 5? 0 75 IE;.:' 12:. 5 1EI.E| 17.5 20.0 22:.5 2..;:.0 2.7'.5 30.0
Minuise
1: 210 nm, 8 nm
Pk# Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 13.877 32199896 25.11 88.28
2 15360 30445 0.09 0.22
3 15.936 23028 0.07 0.17
4 16.437 17644 0.05 0.11
5 16.789 375854 1.11 2.50
6 17.291 1151667 3.40 843
7 17.952 55686 0.16 0.29
Totalz
33854220 100.00 100.00

Q H
N
N
N (0]
H

4c

3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-0x0-1,2-dihidroguinolina-6-sulfonamida)propana-
mida (4c): RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) § 7,87 — 7,54 (m, 3H, C=ONH, CHg, SO2NH),
7,45-7,25 (m, 1H, ArH), 7,06 (d, J = 8,7 Hz, 1H, ArH), 6,91 (m, 6H, ArH, ArH¢enir), 6,38
(d, J=9,5Hz, 1H, CHy), 3,73 — 3,63 (m, 1H, CHquiral), 2,69 — 2,37 (m, 4H, CHa e CHy, de
CH2), CHc e CHg de CH?>), 2,09 (dd, J = 20,9, 10,4 Hz, 1H, CHyiper), 1,91 (d, J = 7,0 Hz,
1H, C-NHpiper), 1,45 — 0,52 (m, 8H, CHzpiper. RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) & 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™): 3147,
3047, 1658,1553, 1319, 1153, 1083, 832, 751. ESI HRMS cal, para C2sH2sN404S: [M +
H]* m/z 468,57, Achado 469,1865. Pureza: 85%. [a] D = 3,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de
fuséo: 148-150 °C. Solido branco. Rendimento= 30%.
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Espectro de RMN H do 3-fenil-N-(piperidin-2-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4c)
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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)
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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-(2-0xo0-1,2-dihidro-
quinolina-6-sulfonamida)propanamida (4c)

580000 =
3000000+
!
i |‘
2000000 |
|
| |
1000000 ‘ ‘
w | E
i || [ |
0 o AN —_— N
1PDA Multi 1
7777
0 5 10 15 20 25 30 35 40
min
1 PDA Multi1 1/ 210nm 4nm
PDA Chl 210nm 4nm
Pealks Ret. Time Area Resolution |Tailing Factor] Area % Peak Purity Index
1 4928 5334128 0.000 1.076 9213 1.00000
2 13.511 49447116 22156 0.891 85402 0.99599
3 15.610 1975117 6.558 1.021 3411 1.00000
4 17.130 1142954 5.108 1.703 1.974 0.96708
Totall 57899314 100.000
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3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-0x0-1,2-dihidrogquinolina-6-sulfonamida)propanamida

(4d): RMN *H(300 MHz, DMSO-dg) & 12,95 (s, 1H, N-NH), 11,87 (s, 1H, C=ONHy), 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,
CHp), 7,68 - 7,64 (m, 2H, ArH, SO,-NH), 7,35 (d, J = 8,5 Hz, 1H, ArH), 7,26 — 7,04 (m,
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8H, 5-ArHsenil, 3-ArHindazol), 6,43 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CH,), 4,17 (s, 1H, CHquirar), 3,00 —
2,74 (M, 2H, CHa e CHy de CH2). RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) & 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™): 3368, 3271, 1742,
1675, 1555, 1509, 1317, 1153, 1076, 953. ESI HRMS cal, para C2sH21Ns04S: [M + H]*
m/z 487,53, Achado 488,1360. Pureza: 92%. [a] D = 2,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de
fusdo: 163-165 °C. Solido rosa. Rendimento= 54%.

Espectro de RMN *H do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-0x0-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanamida (4d)
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Espectro de RMN *3C do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanamida (4d)
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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-oxo0-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanamida (4d)

Intens.

Ecard 111b.d: +MS2(488.1360), 5.0eV, 1.8min #108
x104 |
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Espectro de CLAE do 3-fenil-N-(1H-indazol-6-il)-2-(2-0x0-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanamida (4d)

Bhooo
4000000-] =
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] f
2000000 ‘ |
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] g
J | I |1| '
0 o — L — | iPDAMukiI
T L L R T T T U R
0 5 10 15 20 25 30 35 40
min
1 PDA Multi | /210nm 4nm
PDA Chl 210nm 4nm
Peal# Ret. Time Area Resolution |Tailing Factor] Area % Peak Punity Index
1 17.355 51854751 0.000 0.790 92.082 098878
2 20951 4459144 12.783 1.048 7913 1.00000
Total 56313895 100.000
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(o)
H,N\S,pH Z
N (0]

H

4e

3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-o0x0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanamida
(4e): RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) & 8,55 (t, J = 5,5 Hz, 1H, ArHpiria), 8,44 (d, J = 4,2
Hz, 1H, ArHyirid,), 7,92 (s, 1H, SO2-NH), 7,90 (d, J = 9,4 Hz, 1H, CHp), 7,61 (dd, J = 15,0,
8,0 Hz, 2H, 1H-ArH, 1H-ArHpirig), 7,23 (dd, J = 13,8, 8,0 Hz, 2H, 1H-ArH, 1H-ArHpirid),
7,12 (s, 5H, ArHsenit), 6,82 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CH, ArH), 6,58 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHy,),
4,25 — 3,92 (m, 2H, CHapirid), 3,57 (S, 1H, CHquirar), 2,90 (dd, J = 13,3, 6,0 Hz, 1H, CHa de
CH2), 2,72 (m, 1H, CHp de CHz). RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg) 5 170,45, 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™): 3282, 3237,
1743, 1684, 1652, 1549, 1512, 1329, 1151, 1059, 832, 751. ESI HRMS cal, para
C24H22N404S: [M + H]* m/z 462,52, Achado 463,1444. Pureza: 92%. [a] D®* = -10,00
(c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo: 210-212 °C. Sélido branco. Rendimento= 25%.
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Espectro de RMN H do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-

sulfonamida)propanamida (4e)
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sulfonamida)propanamida (4e)

90 80 70 60 50 40

f1 (ppm)

190 170 150 130 110

210




123

Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidro-
quinolina-6-sulfonamida)propanamida (4e)
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Espectro de HRMS do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-
sulfonamida)propanamida (4e)

Intens4._ Ecard 121.d: +MS2(463.1444), 30.0eV, 3.2min #192
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Cromatograma de CLAE do 3-fenil-N-(piridina-3-ilmetil)-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-
6-sulfonamida)propanamida (4e)

%0 00

4000000
3000000
2000000

1000000+

1 A
ot

13.874

40

———1PDA Multi 1

0 5 10 15 25 30
min
1 PDA Multi 1/210nm 4nm
PDA Chl 210nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Height [Vidth at 50% Heighl Resolution [Tailing Factor] Area % Conc. %
1 13.874 44956724 | 3936705 0.165 0.000 1217 91.561 0.000
2 15.564 3244553 | 281225 0.181 5.503 1.149 6.608 0.000
3 16.270 340703 46519 0.114 2771 0.877 0.694 0.000
4 16.476 558320 83880 0.115 1.081 1344 1.137 0.000
Total 49100300 | 4348328 100.000

N,3-difenil-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)propanamida (4f): RMN

i
N
HN_ O
2SS\

4f

N™ ™0
H

H

(300 MHz, DMSO-dg) & 7,90 (s, 1H, SO2-NH ), 7,76 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CHj), 7,64 (d, J
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= 8,6 Hz, 1H, ArH), 7,31 — 7,07 (m, 11H, 1H-ArH, 5H-ArHreni, SH-ArHanitina), 6,98 (t, J =
6,9 Hz, 1H, ArH), 6,46 (d, J = 9,6 Hz, 1H, CH). 4,16 — 4,11 (m, 1H, CHquiral), 2,93 (dd, J
=13,3, 5,4 Hz, 1H, CHa de CHy), 2,79 (dd, J = 13,6, 5,4 Hz, 1H, CHp, de CH2). RMN 3C
(75 MHz, DMSO-ds) 6 168,85, 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™): 3313, 3262, 1744, 1674, 1659, 1548, 1512, 1324, 1151, 1064, 831,
744. ESI HRMS cal, para C2:sH21N304S: [M + H]" m/z 447,51, Achado 448,1321, Pureza:
96%. [a] D¥* = 6,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo: 161-163°C. Solido branco.

Rendimento= 56%.

Espectro de RMN H do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propanamida (4f)
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Espectro de RMN C do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propanamida (4f)
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Espectro de infravermelho do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propanamida (4f)

90 Il
] 34
i 5g
1 g
87.5— -
T T B B S T B e e
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

1icm



127

Espectro de HRMS do N,3-difenil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propanamida (4f)
Intens. Ecard 118.d: +MS2(448.1321), 20.0eV, 4.2min #251
448.1321
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327.0742
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ol Illln.lnlll ul ol llllhm.. T TR S AT | L i
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Intens. Ecard 118.d: +MS2(448.1352), 30.0eV, 4.5min #267
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Espectro de CLAE do N,3-difenil-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfonamida)
propanamida (4f)
I%’6‘6’[!()(:!0
] g
4000000+ -
3000000—_
2000000—_ h
1000000—_ “
] | o
1 |‘ =
o e A | ippamumit
T 1 U T ] i
0 5 10 15 20 25 30 35 40
min
1 PDA Multi 1 /210nm 4nm
PDA Chi 210nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Resolution [Tailing Factor] Area % Peak Punty Index
1 15.529 1052196 0.000 0.980 1.665 0.99999
2 16.075 1525194 1.924 0.999 2413 1.00000
3 18.421 60623342 7.917 0.811 95922 097718
Total 63200733 100.000
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3-fenil-N-benzil-2-(2-0x0-1,2-dihidroguinolina-6-sulfonamida)propanamida(4g): RMN
'H (300 MHz, DMSO-dg) 5 8,38 (s, 1H, C=ONH), 7,93 (s, 1H, SO>-NH), 7,90 (d, J=9,0
Hz, 1H, CHg), 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 1H, ArH), 7,27 (d, J = 8,9, 2H, ArH), 7.20 (s, 3H,
ArHpenz), 7.12 (s, 5H, ArHsenir), 6.98 (s, 2H, ArHpenz), 6,60 (d, J = 9,5 Hz, 1H, 1H, CH.),
4,18 — 3,90 (m, 3H, 2H-CHabenzil, , 1H-CHquiral), 2,87 (dd, J = 12,2, 4,3 Hz, 1H, CHa de
CHy), 2,71 (dd, J = 12,9, 9,0 Hz, 1H, CHy de CHz). RMN C (75 MHz, DMSO-ds) &
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™): 3310, 3255, 1734,
1655, 1542, 1338, 1153, 1058, 832, 746. ESI HRMS cal, para C2sH23N304S: [M + H]" m/z
461,53, Achado 462,1468. Pureza: 95%. [a] D?° = 2,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fuséo:
168-170°C. Solido amarelo. Rendimento= 50%.

Espectro de RMN H do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-
namida)propanamida (49)
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Espectro de RMN *C do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-
namida)propanamida (49)
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Espectro de infravermelho do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-
namida)propanamida (49)
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Espectro de HRMS do 3-fenil-N-benzil-2-(2-oxo-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-
namida)propanamida (49)

Intens. ] Ecard 120 B.d: +MS2(462.1468), 20.0eV, 5.8min #346
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Espectro de CLAE do 3-fenil-N-benzil-2-(2-ox0-1,2-dihidroquinolina-6-sulfo-

namida)propanamida (49)
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g m— .\A'._. S q. .".mehh.h._f [ 1PDA Ml
0 5 10 15 2 25 30 35 40
min
1 PDA Multi 1/2100m 4nm
FDA Chl 210nm 4nm
Peak# Ret. Time Area Resolution [Tailing Factorp Area % Peak Purity Index
1 4874 799859 0.000 1.158 1.628 1.00000
2 15.552 1275277 33.985 1.033 2.595 1.00000
3 16.722 362333 4.770 0.985 0.737 1.00000
4 18.528 46703267 7.190 0.831 95.040 0.99897
Total 49140736 100.000
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ba

(S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropanoico (5a): RMN *H (300 MHz, DMSO-ds)
07,74 (d,J =7,2 Hz, 2H, ArH), 7,66 — 7,51 (m, 2H, ArH), 7,19 — 7,11 (m, 5H, ArHsenir),
3,35 - 3,32 (m, 1H, CHguiral), 3,06 (dd, J = 13,3, 4,1 Hz, 1H, CHa de CHy), 2,92 (dd, J =
13,3, 5,3 Hz, 1H, CHy, de CH2). RMN C (75 MHz, DMSO-ds) & 170,44, 140,21, 138,79,
132,13, 130,05, 129,00, 127,42, 126,57, 125,49, 58,09, 38,20. FTIR (cm™): 3440, 3145,
1590, 1390, 1305, 1165, 1095, 970, 750, 685. ESI HRMS cal, para C1sH15NO4S: [M - H]
m/z 304,35, Achado 304,0734. Pureza: 98%. [a] D = 43,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de
fusdo: 100-102 °C. Sélido branco. Rendimento= 65%.

Espectro de RMN *H do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropandico (5a)

e 3 T Tgg
(o) o o
L] )] < - - -
T T T T T T T T T
7.8 7.6 7.4 7.2 3.6 3.2 2.8
|
I
|
&M 8
nNewn Mmoo
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12.0 10.5 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

f1 (ppm)



132

Espectro de RMN *3C do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropandico (5a)
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Espectro de HRMS do (S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropandico (5a)

Intens. ABM 04 NEG.d: -MS, 1.3min #74
x1063
304.0734
254
2.0
151 609.1536
1.0
0.5
] 141.0049 990.1489
OO . \ T . T . T 2 T > ‘I T
200 400 600 800 1000 1200 mz
Intensé‘: ABM 04 NEG.d: -MS2(304.0733), 20.0eV, 2.4min #144
x102 141.0085
2.5
2.0
157
1'0': 304.0733
0.5
0.0 T T T r T T
200 400 600 800 1000 1200 mz
Espectro de CLAE do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-fenilpropandico (5a)
I
1000 Retention Time | 1000
Name |
500 A
o = 3 s | 223 8 o
- © @ b B Co weY
o o w Eg o SE oo
’ . w0 o - ‘—l =i |‘—| - Nll‘\l{\l
0 ! : L B v
0.0 25 50 75 100 125 150 175 200 25 250 275 30.0
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk# Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 8.213 19872 0.12 0.07
2 9.461 12760 0.08 0.04
3 12.384 31350 0.19 0.11
4 16.107 23281 0.14 0.18
5 17.163 16266442 97.96 98.57
6 18.304 42004 0.25 0.25
7 19.104 53866 0.32 0.14
8 19.659 34449 0.21 0.12
9 20.555 66404 0.40 0.21
10 20971 17789 0.11 0.10
11 21.461 36750 0.22 0.20
Totals
16604967 100.00 100.00
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(S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanoico (5b): RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) &
7,97 (d, J =9,2 Hz, 1H, SO>-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, CHquirar), 1,93 (dq, J = 13,2, 6,6 Hz, 1H, CHisobut), 0,80 (dd,
J =85, 7,1 Hz, 6H, CHs). RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg) § 172,13, 141,08, 132,23
,128,84,126,43, 61,23, 30,34, 18,91, 17,94. FTIR (cm™): 3300, 1697, 1454, 1410, 1334,
1164, 1087, 921. ESI HRMS cal, para C11HisNOsS: [M - H]' m/z 256,31, Achado
256,0750. Pureza: 98,5%. [a] D?° = 28,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo: 180-182 °C.

Sélido branco. Rendimento= 80%.

Espectro de RMN *H do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutandico (5b)
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Espectro de RMN *3C do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutanoico (5b)
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Espectro de HRMS do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutandico (5b)

Intens. ] AMB 03 NEG.d: -MS, 1.8min #109

6.
x10°3 256.0750 513.1542
257

2.0

1.5

E 157.0005 370.0677
N | A

T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz

Intens. | AMB 03 NEG.d: -MS2(256.0716), 20.0eV, 2.8min #169
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1.0 1
0.8
0.6
0.4

0.2 256.0716

0.0

T T T T T T T T T T T T
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Espectro de CLAE do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-metilbutandico (5b)

- 1 |
i
10007 Retention Time it [ o000
Name I}
5004 || Lsgp
5= g m .
e = M~
b =
A A I
0 N —fe-H— . Lo
0.0 275 57'3 775 1[;.D 12:.5 15.0 1?‘.5 QCi.'L" 22‘.5 ZEI'.D 2'.':.5 30.0
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15.157 16841255 9851 99.07
2 16.021 46424 027 038
3 16.971 15182 0.09 0.06
4 20.736 154425 090 0.11
5 21451 17431 0.10 0.14
6 21.643 22053 0.13 0.25
Totals

17096770 100.00 | 100.00
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5¢c

(S)-acido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentanoico (5c): RMN *H (300 MHz, DMSO-ds)
610,41 (s, 1H, OH), 7,82-7,67 (m, 5H, ArH), 3,49 (dd, J = 9,2, 6,0 Hz, 1H, CHguira), 2,09
(s, 2H, CHa e CHp de CH2), 1,92 (m, 1H, CHisobut), 0,81 (dd, J = 9,6, 6,9 Hz, 6H, CH3).
RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) § 172,25, 169,21, 142,66, 134,71, 127,61, 118,39, 61,13,
30,35, 24,07, 18,96, 17,83. FTIR (cm™): 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%. [a] D?° = -19,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusio: 139-140 °C.

Soélido branco. Rendimento= 75%.

Espectro de RMN *H do (S)-4cido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentandico (5¢)

L
< NGO ON HOWO HAMM = O ©
=) ONRNRNRNC NYEYLE NOAACHW QAN
1 NNNNKNNN MMM NNFHrBC0 0
| N — N S e
a,b 0
H;
CMOH
o
CH3 N 7
H
(o]
TTEON
] g 8 -
T m\ \ﬁ |
8.0 7.6 3.5 1.95
‘\
I
| |
|
I
L | I |
th Py S 'S ho
@ N e $e ¥9
o n - N o= o v
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12.0 10.5 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

“f1 (ppm)



138

Espectro de RMN *3C do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentandico (5c)
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Espectro de HRMS do (S)-4cido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentandico (5¢)

Intens._- ECJ 20 NEG.d: -MS, 1.8min #108
x106
] 270.0933 541.1924
2.0
15
1.0
05
] 384.0891
0.0 1 A T I\ l T l b ) : A\ T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz
IntensS.: ECJ 20 NEG.d: -MS2(270.0912), 20.0eV, 2.7min #160
x10°3 141.0073
5
3
2
] 270.0912
1
0 : T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mz
Espectro de CLAE do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-4-metilpentandico (5c)
w004 |l! L 1000
Retention Time |
Name ||
500 | L =00
N | e g ﬁ
3 b = S '
w0 '_ }
R — © I l {?
0a 25 50 75 100 125 15.0 175 200 25 250 275 300
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 8277 35390 027 0.14
2 16.715 12824264 97.00 98 .84
3 17.707 504035 038 0.38
4 20.725 258396 1.95 022
5 21429 41598 031 0.25
6 21632 10188 0.08 0.17
Totals
13220441 100.00 100.00
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5d

(S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanoico (5d): RMN *H (300 MHz,
DMSO-de) 6 10,81 (s, 1H, OH), 8,25 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 1H, SO>-NH), 7,64 (d, J = 7,7 Hz,
2H, ArH), 7,54 — 7,50 (t, J = 6 Hz, 2H, ArHindga), 7,44 — 7,33 (m, 3H, ArH), 7,07 (m, 2H,
ArHingor), 6,98 — 6,94 (t, J = 6 Hz, 1H, ArHindor), 3,98 (dd, J = 14,3, 6,9 Hz, 1H, CHaquiral),
3,11 (dd, J =14,1, 6,4 Hz, 1H, CHade CH>), 2,91 (dd, J = 14,1, 7,5 Hz, 1H, CHy de CHy).
RMN 13C (75 MHz, DMSO-ds) § 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™): 3385, 3300,
1743, 1453, 1319, 1160, 1131, 1080, 932, 725. ESI HRMS cal, para C17H16N204S: [M -
H]" m/z 343,38, Achado 343,0925. Pureza: 96%. [a] D?° = -82,00 (c=0,1, MEOH). Ponto
de fusdo: 226 - 227 °C. Solido cinza. Rendimento= 55%.

Espectro de RMN H do (S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propanoico (5d
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Espectro de RMN *3C do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propandico
(5d)
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Espectro de infravermelho do (S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-
il)propandico (5d)
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Espectro de HRMS do (S)-4cido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propandico (5d)
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Espectro de CLAE do (S)-acido 2-benzenosulfonamida-3-(1H-indol-3-il)propandico (5d)

1500 1500
_ N
Retention Time |
10004  Name | I 1000
500 2 0 | |z - 500
9 388
= WO OO by ©
7 TR
o\ = -0
00 25 50 75 10.0 150 175 200 25 250 275 0.0
Minutes
1: 210 nm, 8 nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 9.483 369333 1.57 1.21
2 15.349 206466 0.88 1.45
3 16.064 90172 0.38 0.70
4 16.405 84659 0.36 0.67
5 17.184 22716967 96.38 95.31
[ 18.251 102714 0.44 0.66
Totals
23570311 100.00 100.00
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(S)-4cido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenilpropanoico (6a): RMN *H (300 MHz,
DMSO-ds) 6 10,25 (s, 1H, C=0-NH), 8,13 (d, J = 9,0 Hz, 1H, SO.-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, ArH¢enit), 7,13 (d, J = 6,8
Hz, 2H, ArHzenit), 3,85 (td, J = 8,7, 6,2 Hz, 1H, CHauirat), 2,93 (dd, J = 13,7, 5,8 Hz, 1H,
CHa de CH2), 2,71 (dd, J = 13,6, 8,8 Hz, 1H, CHs de CHy), 2,09 (s, 3H, CHs). RMN 3C
(75 MHz, DMSO-ds) 6 172,26, 168,90, 142,53, 136,74, 134,60, 129,14, 128,11, 127,40,
126,46, 118,24, 57,29, 24,10. FTIR (cm™): 3360, 3290, 1730, 1660, 1590, 1535, 1325,
1160, 1100, 975, 850, 835. ESI HRMS cal, para Ci7H18N20sS: [M - H]" m/z 361,40,
Achado 361,1008. Pureza: 96%. [a] D = 3,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo: 199 - 201
°C. Solido branco. Rendimento= 65%.
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Espectro de RMN H do (S)-acido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenilpropanoico
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Espectro de infravermelho do (S)-acido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-
propanoico (6a)
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Espectro de HRMS do (S)-4cido 2-4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-propanoico (6a)
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Espectro de CLAE do (S)-acido 2-(4-acetamidofenilsulfonamida)-3-fenil-propanoico (6a)

1000  Retention Time i - 1000
Name |
|
' |
500 © b soo
| e & |
w | N
- o =
. o =N
D W ) Lo
0.0 25 50 75 10.0 125 150 i7.5 200 225 250 275 300

1: 210 nm, 8 nm

Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15.168 583564 3.07 379
2 15.819 18313616 96.24 95.22
3 17237 132535 0.70 0.99
Totals
19029715 100.00 | 100.00

(0]
A A
N /,o

KA
N (@)

H

6b

(S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutandico (6b): RMN *H (300 MHz,
DMSO-dg) § 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, CHgquira1), 1,70 — 1,47 (m, 1H, CHisobut), 1,46
— 1,27 (m, 1,5H, CH3-C=0), 0,73 (dd, J = 37,0, 6,5 Hz, 6H, CH3). RMN *C (75 MHz,
DMSO-ds) & 173,38, 141,11, 132,35, 128,90, 126,39, 53,94, 40,87, 23,81, 22,51, 20,96.
FTIR (cm™): 3363, 3249, 1714, 1590, 1543, 1330, 1158, 733, 690. ESI HRMS cal, para
Ci13H1sN20sS: [M - H]" m/z 313,36, Achado 313,0889. Pureza: 96,5%. [a] D® = 59,00
(c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo: 114 - 116 °C. Sélido branco. Rendimento= 82%.
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Espectro de RMN *H do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutandico
(6b)
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Espectro de RMN *3C do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutandico
(6b)
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Espectro de infravermelho do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metil-
butandico (6b)
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Espectro de HRMS do (S)-4cido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutandico
(6b)
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Espectro de CLAE do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3metilbutandico (6b)

750 I k750
Retention Time
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 150 17.5 200 25 250 275 300
Minutas

1: 210 nm, 8§ nm

Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 10,528 531775 254 275
2 13.472 20173249 96.45 95.66
3 16.405 17336 0.08 0.22
4 17.589 24375 012 0.22
5 18.144 43922 023 0.16
6 19.360 18796 0.09 0.09
7 21.109 35252 0.17 0.23
8 21.653 65531 031 0.67
Totals

20915236 100.00 100.00
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Acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoico (6¢): RMN *H (300 MHz,
DMSO-ds) 6 10,27 (s, 1H, C=0-NH), 7,95 (d, J = 8,8 Hz, 1H, SO.-NH), 7,71 (9, J = 8,8
Hz, 4H, ArH), 3,64 (dd, J = 15,0, 8,5 Hz, 1H, CHguira), 2,09 (s, 3H, CHs, CH3-C=0), 1,59
(dt, J =13,2, 6,7 Hz, 1H, CHisobut), 1,38 (t, J = 6,8 Hz, 2H, CHa, CH, de CHy), 0,76 (dd, J
=31,5, 6,5 Hz, 6H, CHs). RMN *3C (75 MHz, DMSO-ds) 5 173,28, 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™): 3329, 3153,
1725, 1677, 1589, 1523, 1318, 1303, 1138, 1090, 830. ESI HRMS cal, para C14H20N20sS:
[M - H] m/z 327,38, Achado 327,1037. Pureza: 96%. [a] D?° = 22,00 (c=0,1, MEOH).
Ponto de fusdo: 105 - 106 °C. Sdélido branco. Rendimento= 75%.
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Espectro de RMN H do (S)-4cido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoico
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Espectro de RMN *C do (S)-4cido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoico
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Espectro de infravermelno RMN do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-
4metilpentanoico (6c)
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Espectro de HRMS do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoico
(6c)
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Espectro de CLAE do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-4metilpentanoico
(6¢)

1000 4 Retention Time | i | 1000
Name

500 500

15.221

;e
16,139
16.992

T T T T T T
0.0 25 50 7.5 10.0 12.5 150 17.5 200 25 250 275 30.0
Minutes

1: 210 nm, 8 nm

Pk # Name Retention Time Area Area Percent Height Percent
1 15221 447449 249 276
2 16.132 17260063 95.97 95.08
3 16.992 277706 1.54 216
Totals
17985218 100.00 100.00

6d

Acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-propanoico (6d): RMN H
(300 MHz, DMSO-ds) 8 10,84 (s, 1H, OH), 10,37 (s, 1H, C=ONH), 8,06 (d, J = 8,5 Hz,
1H, SO.-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, ArHindal), 3,93 (dd, J =
15,2, 7,2 Hz, 1H, CHquira), 3,07 (dd, J = 14,3, 6,8 Hz, 1H, CHa de CH>), 2,88 (dd, J = 14,4,
7,3 Hz, 1H, CHp, de CHy), 2,11 (s, 3H, CH3, CH3-C=0). RMN 3C (75 MHz, DMSO-ds) &
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™): 1681, 1589, 1529, 1398, 1317, 1152, 1089, 834, 740.
ESI HRMS cal, para C19H19N3OsS: [M - H]” m/z 400,44, Achado 400,1203. Pureza: 86%.
[0] D® = -142,00 (c=0,1, MEOH). Ponto de fusdo: 106 - 108 °C. Sélido cinza.
Rendimento= 50%.
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(6d)

Ve

Espectro de RMN 'H do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-
-propanoico
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Espectro de infravermelho do (S)-&cido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-
3-il)-propanoico (6d)
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Espectro de HRMS do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-
propanoico (6d)
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Espectro de CLAE do (S)-acido 2-(4-acetamidabenzenosulfonamida)-3-(1H-indol-3-il)-
propanoico (6d)

1500 1500
f |
Retention Time I |
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0.0 25 5?:' ?55 0.0 12.5 15I.IJ I?I 5 20.0 22:.5 25I 0 275 3.0
Minuize
1: 210 nm, § nm
Pk # Name Retention Time Area Area Percent Heizht Percent
1 13.664 103644 0.45 0.26
2 14.123 14176 0.06 0.08
3 14528 110854 0.48 0.52
4 15339 323578 1.41 248
3 15669 19781248 B6.48 B0.80
] 16.053 515677 2.25 381
7 16416 31925 0.14 0.25
g 16779 40051 0.18 0.24
9 17269 1405076 6.14 882
10 17.707 138973 0.61 0.85
11 18.176 112424 0.49 0.58
12 18.997 143496 0.63 0.63
13 19.603 19373 0.08 0.09
14 20.096 44337 0.19 0.18
15 21.056 11530 0.05 0.06
16 21.643 67121 0.29 0.9
17 22.859 10395 0.03 0.03
Totals

22874798 100.00 100.00
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2012 - 2014
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2013 - 2013

Doutorado em andamento em Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

com periodo sanduiche em University of Miinster (Orientador: Prof. Dr. Bernhard Wiinsch).
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2016 - Atual Sintese de Inibidores de Desmetilase Lisina-Especifica 1 (LSD1) como candidatos a agentes
antineoplasicos.
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Furlaneto - Integrante / Micheli Brito - Integrante / Maria Luiza Lopes - Integrante / Karla
Valéria Batista de Lima - Coordenador.

Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - Bolsa.
Numero de produces C, T & A: 1

Areas de atuacao

1. Grande &rea: Ciéncias da Salde / Area: Farmacia / Subarea: Quimica medicinal.

2. Grande area: Ciéncias da Saude / Area: Farmacia / Subarea: Biologia Molecular.

3. Grande area: Ciéncias da Salde / Area: Farmacia / Subarea: Bioquimica.
Idiomas

Inglés Compreende Razoavelmente, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.
Espanhol Compreende Razoavelmente, Fala Pouco, Lé Bem, Escreve Pouco.

Producoes

Producdo bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

Ordenar por

[ Ordem Cronolégica v]

1. MOURA GATTI, FERNANDO DE ; GOMES, RENAN AUGUSTO ; DA FONSECA, AMANDA LUISA ; CARDOSO LIMA, ELYS
JULIANE ; VITAL-FUJII, DRIELLI GOMES ; TARANTO, ALEX GUTERRES ; PILLA VAROTTI, FERNANDO DE ; GOULART
TROSSINI, GUSTAVO HENRIQUE . Antiplasmodial activity of sulfonylhydrazones: in vitro and in silico approaches. Future
Medicinal Chemistry Icr, v. 12, p. 1756-8927, 2020.

2. PACHIONI, J. A. ; MAGALHAES, J. G. ; LIMA, E. J. C. ; BUENO, L. M. ; BARBOSA, J. F. ; S, M.M. ; Rangel- Yagui, C.O .
Alkylphospholipids - a promising class of chemotherapeutic agents with a broad pharmacological spectrum. Journal of Pharmacy
& Pharmaceutical SciencesIcr, v. 16, p. 742, 2013.

CitagOes: WEE OF SCIEMCE ™ 40

Trabalhos completos publicados em anais de congressos

1. 74 FUSCO, A. R. ; LOPES, M. L. ; BAHIA, J. R. C. ; CONCEICAQ, E. C. ; LIMA, E. 3. C. ; LIMA, K. V. B. . Genotipagem de
membros do complexo Mycobacterium avium isolados de infecgdes pulmonares no estado do Para. In: 25° Congresso Brasileiro
de Microbiologia, 2009, Porto de Galinhas. Genotipagem de membros do complexo Mycobacterium avium isolados de infecgGes
pulmonares no estado do Para, 2009.

2. LIMA, K. V. B. ; CARVALHO, RGC ; COSTA, S. ; LIMA, E. 3. C. ; LOPES, M. L. ; RAMOS, F. L. P. ; CARNEIRO, I. C. R. S. .
Caracterizagdo fenotipica e genotipica de Serratia marcescens provientes de unidade neonatal de referéncia em Belém-Para. In:
25 Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2009, Porto de Galinhas. Caracterizagdo fenotipica e genotipica de Serratia
marcescens provientes de unidade neonatal de referéncia em Belém-Para, 2009.

3. LIMA, K. V. B. ; FURLANETO, I. P. ; LIMA, E. J.C. ; CONCEICAO, E. C.; SOUZA, M. ; FUSCO, A. R. . Nontuberculous
mycobacteria infections in the state of Pard, Amazon Region, Brazil. In: 30th Annual Congress of the European Society of
Mycobacteriology, 2009, Porto de Galinhas. Nontuberculous mycobacteria infections in the state of Para, Amazon Region, Brazil,
2009.

Resumos publicados em anais de congressos
1.


http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://gateway.webofknowledge.com/gateway/Gateway.cgi?GWVersion=2&SrcApp=PARTNER_APP&SrcAuth=LinksAMR&KeyUT=WOS:000329971300008&DestLinkType=CitingArticles&DestApp=ALL_WOS&UsrCustomerID=83e8e710a8e621f095e069bfe7c1e2bd
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
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Apresentagoes de Trabalho
LIMA, E. J. C.; MALTAROLLO, V. G. ; GANESAN, A. ; EMERY, F. ; WUNSCH, B. ; TROSSINI, G. H. G. . Synthesis and docking
study for compounds analogs of LSD1 inhibitor.. 2019. (Apresentagao de Trabalho/Congresso).

2, LIMA, E. J. C.; MAGALHAES, J. G. ; Rangel- Yagui, C.O . Synthesis of benzyloxydecylphosphocholine- A novel miltefosine
analog. 2013. (Apresentacdo de Trabalho/Simpdsio).

3. LIMA, E. J. C.; Tanabe, C.A.Y. ; S, M.M. ; Rangel- Yagui, C.O . Synthesis of cyclohexylethylphosphocholine- A novel
miltefosine analague. 2012. (Apresentagao de Trabalho/Simpdsio).

4. LIMA, E. J. C.; FUSCO, A. R. ; CONCEICAOQ, E. C. ; LOPES, M. L. ; LIMA, K. V. B. ; SOUZA, M. . Caracterizagio Genética das

Espécies de Micobacterias ndo causadoras de Tuberculose identificadas no laboratdrio de Micobacterias do Instituto Evandro
Chagas, Belém, Para.. 2009. (Apresentacdo de Trabalho/Seminario).

5. LIMA, E. J. C.; BRAGA, P.G.S. ; FURLANETO, I. P. ; BRITO, M. L. ; LOPES, M. L. ; LIMA, K. V. B. . Avaliagdo de Possiveis Rotas
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Demais tipos de producao técnica

1. LIMA, E. J. C.; CONCEICAO, E. C. ; FUSCO, A. R. ; LOPES, M. L. ; LIMA, K. V. B. . Caracterizagdio genética das espécies de
micobactérias ndo causadores de tuberculose identificadas no Laboratdrio de micobactérias do Instituto Evandro Chagas, Belém,
Para.. 2009. (Relatdrio de pesquisa).

2. Wi LIMA, E. J. C.. Rotas de Transmissdo da Tuberculose no Para. 2008. (Relatdrio de pesquisa).
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incidéncia de trombose. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades
Metropolitanas Unidas.
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Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas.
3. LIMA, E. J. C.. Participacdo em banca de Fernanda Ferreira.Caracterizacdao do Cluster biossintetico da fenazina em

Streptomyces sp. CCMA CAAT 52. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das
Faculdades Metropolitanas Unidas.

4. LIMA, E. J. C.. Participacdo em banca de Nathalia dos Santos.Pénfigo bolhoso/ vulgar. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicoes e feiras


http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103
http://lattes.cnpq.br/7661150950530103

Seminarios da Comissdo de Pesquisa- "Desafios e Oportunidades no Planejamento de novos Farmacos. 2013. (Seminario).
Simpdsio de Dendrimeros: Importancia no contexto da nanotecnologia. 2012. (Simpdsio).

I CONGRESSO PAN-AMAZONICO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS. 2006. (Congresso).

MESA REDONDA SOBRE SEGURANCA DO TRABALHO, VISANDO A SAUDE DO TRABALHADOR. 2006. (Outra).

V CICLO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS. 2006. (Congresso).

uRpwNE

Orientacdes
Orientacoes e supervisoes concluidas

Trabalho de conclusao de curso de graduagao

1. Ediane Patricia P.C. Passos e Sandra Lucia G. Vasconcelos. Septicemia nas unidades de terapia intensiva. 2016. Trabalho de
Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario 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 Cancer. 2016. Trabalho de
Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

3. Rodrigo Eduardo de Campos. Principais receptores e fatores de risco no Cancer. 2016. Trabalho de Conclusdo de Curso.
(Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys Juliane Cardoso Lima.
4. Dayane Mello Santos e Risoneide Ferreira. A qualidade e importancia do uso de protetores solares no Brasil. 2015. Trabalho de

Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

5. Daiane Figueiredo Lopes e Daniela Conceigdo Santos. Influéncia dos alimentos no processo de absorgdo de farmacos. 2015.
Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas.
Orientador: Elys Juliane Cardoso Lima.

6. Emily Holey Rodrigues. Atencdo Farmacéutica no Sistema Unico de Satide (SUS): Da Filosofia & Pratica. 2015. Trabalho de
Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys
Juliane Cardoso Lima.

7. Camila Spachi Aiello e Marcia Maria de Souza. A Importancia do Farmacéutico na Gestdo das Farmacias de Manipulagdo
Veterinaria. 2015. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacao em Farmacia) - Centro Universitario das Faculdades
Metropolitanas Unidas. Orientador: Elys Juliane Cardoso Lima.
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9143 - 7717986/1 - Elys Juliane Cardoso Lima

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduacgao:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depdsito:

Orientador:
Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogacgao(oes):

Data de Aprovacgao no Exame de
Qualificagao:

Estagio no Exterior:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histoérico de Ocorréncias:

elyslima@usp.br
03/03/1986

RG - 4098827 - PA
Estado do Para
Brasileira

Farmacéutico - Universidade Federal do Para - Brasil - 2009

Mestra em Ciéncias - Area: Insumos Farmacéuticos - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade de Sao Paulo - Sdo Paulo - Brasil - 2014

Doutorado
Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)
Toxicologia
15/02/2016
15/02/2016
09/06/2021

Prof(a). Dr(a). Ernani Pinto Junior - 07/03/2018 até 07/08/2018. Email: ernani@usp.br

Prof(a). Dr(a). Gustavo Henrique Goulart Trossini - 08/08/2018 até o presente. Email:
trossini@usp.br

Inglés, Aprovado em 15/02/2016

120 dias
Periodo de 09/02/2021 até 09/06/2021

Aprovado em 08/12/2017

Fachhochschule Miinster, Alemanha - Periodo de 01/04/2018 até 31/03/2019

Primeira Matricula em 15/02/2016
Prorrogacdo em 18/11/2019

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagéo USP (Resolugéo n® 7493 em vigor a partir de 29/03/2018).
Ultima ocorréncia: Mudanga de Regulamento em 18/11/2020
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FBOST9% Topicos em Analises Clinicas | 08/03/2016 20/06/2016 15 1 100 A N Concluida
QFL5933- Fundamentos da Quimica Organica (Instituto de .
101 Quimica - Universidade de Sao Paulo) 14/03/2016  26/06/2016 150 10 100 C N  Concluida
FBE5824- Introducéo a Modelagem Molecular como
171 Ferramenta no Estudo e Desenvolvimento de 04/07/2016  24/07/2016 90 6 100 A N  Concluida
Moléculas Bioativas
FBC5757- . . - . . . i
7/1 Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia Il 02/08/2016  14/11/2016 15 1 100 A N  Concluida
FBC5792- . . - . . . )
41 Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia Il 07/03/2017  19/06/2017 15 1 89 B N  Concluida
QFL5925- Pratica de Ensino de Quimica (Instituto de Quimica .
6/3 - Universidade de Sao Paulo) 20/03/2017  02/07/2017 45 3 90 A N  Concluida
FBC5766- . . - . . . )
6/1 Topicos em Fisiopatologia e Toxicologia IV 15/08/2017 27/11/2017 15 1 85 B N  Concluida
Disciplinas: 0 20 23
Estagios:
Total: 0 20 23

Créditos Atribuidos a 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 -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Mudanca de Regulamento em 18/11/2020
Impresso em: 25/01/2021 10:02:38
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