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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma das doencas hematol6gicas genéticas mais prevalentes
no mundo. Atualmente, as estratégias terapéuticas visando aumento dos niveis de
hemoglobina fetal (HbF) contribuem significativamente na redugdo da morbidade e
mortalidade associadas a doenca. A compreensdo dos mecanismos moleculares
responsaveis pelo silenciamento génico para producdo de hemoglobina fetal pode
permitir o desenvolvimento de farmacos indutores de HbF mais efetivos e seguros.
Durante a eritropoiese, a expressao génica de gama-globina é silenciada, em partes, pela
ligagdo de um complexo protéico contendo entre outras proteinas a GATA-1, que se liga
em sitios proximos aos promotores do gene de gama-globina impedindo o processo de
transcricdo. Especificamente, o recrutamento de GATA-1 € realizada pelo
bromodominio-3 (BRD-3). Neste trabalho, nossa hipétese foi a de que a inibicdo de
BRD-3 possa constituir uma nova abordagem terapéutica capaz de promover o aumento
dos niveis de HbF. Para tal, foi realizado um estudo prévio de triagem virtual com 2.2
milhdes de moléculas, em que se identificaram alguns candidatos a ligantes do
bromodominio-3 (BRD-3). A partir destes, e aplicando a técnica do planejamento de
farmacos baseado em fragmentos (FBDD), foi realizado um estudo de docagem
molecular (docking) destes derivados, a fim de se explorar o padréo de substituicdo mais
adequado para as interacfes com os residuos de aminoacidos presentes no BRD-3. Os
compostos finais apresentaram interacdes com os residuos de asparagina-116, prolina-
58, glutamina-61 e triptofano-57 e valores de docking score entre -10,357 kcal/mol e -
7,152 kcal/mol. Foram sintetizados, identificados e caracterizados doze compostos
inéditos planejados como inibidores de BRD-3 com rendimentos reacionais de até 86%.
Os compostos apresentaram inibicdo enzimatica atingindo valores de até 80% para
BRD-3 (BD1). Apo0s 24 horas, o composto 4-ciano-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)
benzamida foi capaz de induzir os valores de gama-globina em cultura de células K562.
Estes resultados sugerem que este composto € um novo prototipo, inibidor de BRD-3,
capaz de atuar como indutor da expressao de gama-globina.

Palavras-chave: Anemia falciforme. Hemoglobina Fetal. Bromodominio.



ABSTRACT

The sickle cell anemia (SCA) is the most common inherited hemoglobinopathy in the
world. The therapies currently availables to increase the levels of fetal hemoglobin
contribute significantly to reduce morbidity and mortality associated with the disease.
An understanding of the molecular mechanisms for drug development in order to
increase the fetal hemoglobina levels may allow the development of more effective and
safe HbF-inducing drugs. During erythropoiesis, gamma-globin gene expression is
partially inhibited by the binding of a protein complex containing GATA-1 among other
proteins, which binds at sites close to the gamma-globin gene promoters by preventing
the transcription. Specifically, recruitment of GATA-1 is performed by bromodomain-3
(BRD-3). In this work, our hypothesis was the BRD-3 inhibition may be a new
therapeutic approach capable of promoting the increase of HbF levels. Preliminary
study of virtual screening was carried out with 2.2 million molecules. It was identified
some candidates for bromodromain-3 (BRD-3) ligands. Using Fragment Based Drug
Design (FBDD), the fragments were optimized and a docking study was carried out, in
order to explore the most adequate substitution pattern in order to improve the
interactions present in BRD-31. The final compounds showed interactions with residues
of asparagine-116, proline-58, glutamine-61 and tryptophan-57, and docking scores

between -10.357 kcal/mol and -7.152 kcal/mol. It has been synthesized, identified and
characterized nine compounds with yields between 17 and 86%. The compounds
showed enzymatic inhibition range between 13 and 80% in BRD-3 (BD1). After 24
hours, compound IX was able to induce gamma globin expression in culture of K562
cells. These results suggest that compounds IX is a novel prototype, BRD-3 inhibitor,
able to induce gamma-globin expression.

Keywords: Sickle cell anemia. Fetal hemoglobin. Bromodomain.
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1 INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é a desordem hematoldgica de carater genético mais
prevalente no mundo, caracterizada pela heranga de cada um dos progenitores do gene
para a hemoglobina S (HbS). Este gene apresenta uma muta¢do pontual no gene da -
globina, caracterizada pela simples substituicdo de nucleotideos (GTG para GAG) no
sexto codon deste gene. Esta troca resulta na substituicdo de um acido glutamico por
uma valina na cadeia beta da molécula de hemoglobina (SINGH; BALLAS, 2015).

Em situacbes com baixos niveis de oxigénio (hipdxia), esta valina substituida
pode ligar-se a sitios hidrofobicos de uma outra subunidade B do tetramero da
hemoglobina. Este processo leva a polimerizacdo das moléculas de hemoglobina, com
consequente deformacdo na estrutura das hemacias que tomam a forma de foice. O
aumento da adesdo das células falciformes ao endotélio vascular promove obstrucéo
microvascular, causando 0 processo vaso-oclusivo. Este é caracterizado por episodios
de dor e lesdo de orgdos (VICHINSKY, 2012).

Apesar da doenca apresentar origem africana e ser mais comum na populacao
negra, pode ser encontrada tambeém em pessoas brancas devido a miscigenacao
(ADORNO, 2005). No Brasil, é estimado o nascimento de uma crianga com anemia
falciforme para cada mil recém-nascidos vivos (SALVADOR, 2015). O quadro é ainda
mais grave no estado da Bahia em que a proporcao é de uma crianga com a doenca para
cada 627 nascimentos, de acordo com a triagem neonatal realizada no ano de 2014
(FIGUEIREDO, 2016).

As complicacdes da AF resultam em sucessivas internacfes hospitalares e, caso
o individuo ndo receba os cuidados necessarios pode resultar em Obito. A elevada
morbimortalidade acomete principalmente 0s mais jovens, sendo necessaria a
identificacdo precoce dos fatores de risco que possam gerar acdes profilaticas para
minimizar as complicac@es da doenca (LOUREIRO; ROZENFELD, 2005)

N&o existe até o momento, farmacos especificos para o tratamento da AF. Os
farmacos disponiveis melhoram a qualidade de vida dos pacientes reduzindo alguns
sintomas, mas ndo tratam a doenca. A hidroxiureia (HU) é um exemplo. A eficacia
deste farmaco deve-se, em partes, ao aumento de 6xido nitrico (NO) sendo este um dos
responsaveis pela vaso dilatacdo, inibicdo da agregacdo plaguetaria e da estimulacdo da
producdo de hemoglobina fetal (HbF) (CONRAN et al., 2004).

A inducdo da HbF tem sido uma estratégia bastante investigada e promissora
para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento dos sintomas da AF
(MELO; CHIN; DOS SANTOS, 2014). Altos niveis de HbF estdo relacionados com a
diminuicdo da polimerizagdo de HbS (STEINBERG, 2006).
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Durante a gestagdo, a HbF € responséavel pelo transporte de oxigénio ao feto.
Proximo ao nascimento, os niveis de HbF diminuem devido a diminuicdo da produgéo
de gama-globina; ao passo que, a producdo de P globina aumenta gradualmente,
originando a hemoglobina adulta. A inibicdo da transcricdo génica de gama-globina
deve-se a ligacdo do complexo repressor constituido por BCL11A, FOG1 e GATA-1 ao
locus do gene B globina localizado no cromossomo 11 (SANKARAN; ORKIN, 2013).
A inibicdo direta dos fatores de transcrigdo envolvidos na regulacdo génica de gama-
globina é bastante complexa e pouco especifica em regular apenas a substituicdo de
HbF para hemoglobina adulta. Considerando que a inibicdo de enzimas que regulam a
expressao génica através das proteinas nucleares, como por exemplo os bromodominios,
constitui uma alternativa para o planejamento de novos farmacos que visam regular a
producdo de hemoglobina fetal (SANKARAN; WEISS, 2015), este trabalho teve como
objetivo o planejamento, a sintese e a avaliacdo farmacoldgica de compostos inibidores
de BRD-3 (BD1) indutores de HbF.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANEMIA FALCIFORME: ASPECTOS GERAIS E FISIOPATOLOGIA

A anemia falciforme (AF) é uma anemia hemolitica hereditaria crénica, devido a
heranca de cada um dos progenitores do gene para hemoglobina S. A doenca é
caracterizada por uma mutacdo pontual no gene da B-globina, mais especificamente uma
simples substituicdo de nucleotideos (GTG para GAG) no sexto cdédon do gene B-
globina, resultando na substituicdo de um acido glutdmico por valina na superficie da
cadeia B-globina variante (B*-globina) (SAFO et al., 2004).

Em ambientes com baixa tensdo de oxigénio, a valina “substituida” pode-se ligar
por complementariedade a sitios hidrofobicos de outras subunidades B do tetramero de
hemoglobina, em um processo de polimerizacdo que pode levar ao afoicamento das
hemécias (BUNN, 1997).

Os polimeros, por vezes, causam danos ao citoesqueleto do eritrocito e podem
provocar a lise da hemécia, liberando hemoglobina. Quando ha rompimento da hemacia,
0 grupo heme é liberado na circulacdo, e o &tomo de ferro central deste nucleo, é capaz
de coordenar moléculas de éxido nitrico produzidas pelo endotélio vascular durante o

processo homeostatico, gerando nos pacientes falciformes um ‘“‘carater vasoconstritor”
(GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).

Esse processo é agravado com a vaso-oclusdo, decorrente da obstrucdo,
principalmente da microcirculagdo, causado pelas células falciformes e pela maior
adesdo das células sanguineas ao endotélio vascular. Esse quadro, frequentemente, leva
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ao infarto diversos tecidos por uma perfusdo tissular inadequada. Ademais, contribui
para crises dolorosas, disfuncdo dos 6rgdos, e em alguns casos, morte (CROIZAT,
1994; DUITS et al., 1996; STEINBERG, 2006; WUN et al., 1997).

Destaca-se ainda na doenca o processo inflamatorio crénico, com aumento dos
niveis de diversas citocinas pré-inflamatérias como por exemplo, o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas (IL) IL-1B e IL-6. Niveis elevados destas
citocinas estimulam a producdo de moléculas de adesdo (ICAM-1, VCAM-1),
quimiotaxia de células inflamatérias, aumento da producdo de radicais livres e sintese
de outros mediadores inflamatérios (INGLIS et al., 2005; LANARO et al., 2009). Todas
essas alteragcOes agravam ainda mais o quadro da doenca contribuindo para elevadas
taxas de morbidade e mortalidade (BLAKE et al., 2015).

Do ponto de vista epidemiologico, a Organizacdo Mundial de Salde estima que
cerca de 5% da populacdo mundial carregam os genes para hemoglobinopatias (REES;
WILLIAMS; GLADWIN, 2010). Nos Estados Unidos, a AF afeta aproximadamente
um em cada 500 recém-nascidos afro-americanos por ano, e entre 90.000 e 100.000
individuos no total (CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2016). No Brasil, dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal estimam em 2
milhdes o numero de portadores do gene da hemoglobina S (HbS) e de 25 a 50 mil
individuos apresentando a forma homozigotica (Hb SS). Por ano, calcula-se que nascam
no pais em torno de 3.500 criangas com AF e 300.000 portadores de traco falciforme
(SIMOES et al., 2010).

Apesar desse panorama complexo, atualmente o Unico farmaco aprovado pela
agéncia norte-americana Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da
anemia falciforme é a HU. Na AF, o mecanismo benéfico de atuacdo deste farmaco
esta relacionado a inducéo dos niveis de HbF. Apesar disso, HU causa efeitos deletérios
que limitam seu uso em longo prazo, como por exemplo, hiperpigmentacéo cutanea,
lesbes ulcerativas em membros inferiores, mielossupressdao e genotoxicidade (DOS
SANTOS et al, 2012; WARE, 2013). Estudos estimam ainda que o nUmero de
pacientes que ndo respondem a HU varie de 14-30% (CHAND et al., 2014). Esses
fatores tornam urgente a descoberta de novos farmacos mais efetivos e seguros para
tratamento da AF.

2.2 AUMENTO DE HEMOGLOBINA FETAL COMO ABORDAGEM
TERAPEUTICA

Das estratégias que tem sido investigadas nos ultimos anos, a inducdo da HbF
parece ser a mais promissoras na busca de novos farmacos para tratamento dos sintomas
da AF (MELO; CHIN; DOS SANTQOS, 2014). Baixos niveis de HbF e elevados niveis
de hemoglobina S (HbS) em pacientes estdo correlacionados com maior severidade
clinica e altas taxas de mortalidade nos pacientes. Isso porque altos niveis de HbS
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desencadeiam e agravam 0s processos vaso-oclusivos (MELO; CHIN; DOS SANTOS,
2014; PACE; ZEIN, 2006; SANTOS; CHUNG, 2012).

Diversos agentes sdo descritos na literatura como indutores de hemoglobina
fetal, entre eles: HU, azacitidina, decitabina, &cido butirico e derivados, doadores de
Oxido nitrico e talidomida e derivados (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura quimica de moléculas indutoras de hemoglobina fetal (Fonte:
proprio autor).

A decitabina (5-aza-2'-desoxicitidina) e azacitidina (Figura 1) sdo potentes
farmacos indutores da sintese de HbF com atividade inclusive em pacientes ndo
responsivos a HU (SAUNTHARARAJAH et al., 2003). Estudos sugerem que ambos
farmacos atuam através da hipometilacdo do gene promotor de gama-globina por
inibicdo da enzima DNA metiltransferase (RUIZ et al., 2015). Em humanos, baixas
doses de decitabina aumenta os niveis de HbF. Entretanto, graves efeitos adversos
foram relatados para a decitabina e azacitidina incluindo carcinogenicidade,
neutropenia, trombocitopenia e leucopenia, limitando seu uso no tratamento da AF
(CARR et al., 1984; OLIVIERI et al., 2011).
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O acido butirico e derivados (Figura 1) sdo acidos graxos de cadeia curta que
estimulam a producdo de HbF em modelos in vitro e in vivo (KUTLAR et al., 2012;
histonas deacetilases (LI et al., 2013; RONZONI et al., 2014). Acredita-se ainda que 0s
butiratos possam induzir a expressdo de gama-globina por induzir a dissociagdo da
histona deacetilase classe 3 (HDAC-3) e do co-repressor de receptor nuclear (NCorR)
do gene promotor de gama-globina, com coincidente recrutamento a este sitio promotor
da RNA polimerase Il (MANKIDY et al., 2006). Apesar dos efeitos benéficos, em geral
0s butiratos apresentam curto tempo de meia vida e baixa biodisponibilidade, limitando
seu uso clinico no tratamento da AF.

Durante os ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem identificado novas
moléculas com capacidade de induzir a expressdo génica de gama-globina e aumentar a
producdo de hemoglobina fetal tanto in vitro quanto in vivo (Figura 1). Exemplo sdo as
moléculas hibridas entre talidomida e doadores de NO (ésteres de nitrato organico e
furoxanos). Essas moléculas demonstraram atividade superior a HU no aumento de HbF
em animais transgénicos para AF. Além disso, apresentaram efeito antinflamatorio
quando avaliadas em estudos in vitro e in vivo (DOS SANTOS et al., 2012; DOS
SANTOS; LANARO; CHIN, 2011).

2.3 MECANISMOS DE REGULACAO DA TRANSCRICAO GENICA DE GAMA-
GLOBINA

A HDbF (azy2) € um tetrdmero composto por duas cadeias gama e duas cadeias
alfa, e é responsavel durante a gestacao pelo transporte de oxigénio no feto. Proximo ao
nascimento, a producdo de gama-globina regulada pelo genes HBG1 e HBG2 diminui,
enquanto a producdo de B-globina regulado pelo gene HBB aumenta gradualmente,
substituindo assim HbF (ozy2) por hemoglobina adulta (a2f;). Essa troca se completa
proximo aos seis meses de idade do recém-nascido, e coincide exatamente com o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca falciforme em criancgas
(SANKARAN & ORKIN, 2013). Entretanto, a producdo total de HbF ndo é
completamente cessada, e € possivel encontrar em adultos baixos niveis de HbF (0,1-1%
hemoglobinas totais) (BAUER; KAMRAN; ORKIN, 2012).

O locus humano da B-globina no cromossomo 11 contém os genes das diferentes
formas de hemoglobina (embribnico — ¢; fetal - Gy e Ay; e adulto - & e B) expressas
durante os estagios do desenvolvimento humano. No cromossomo 11, o silenciamento
do gene de gama-globina é complexo e envolve a participacdo de diversos repressores
da transcricdo, a exemplo do BCL11A. Este é considerado o repressor-chave e 0
mediador fisiologico da troca da transcricio de gama-globina para p-globina
(SANKARAN et al.,, 2008). Estudos usando camundongos, demonstraram que a
supressdo de BCL11A aumenta os niveis de HbF com efeitos minimos em outros genes
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eritrdides (XU et al.,, 2011). Entretanto, apesar de parecer um atraente alvo para
planejamento de novos farmacos, é sabido que BCL11A também apresenta importantes
funcdes em células ndo eritroides, como linfécitos e neurdnios, e sua completa inibicdo
poderia levar a efeitos deletérios graves. Além disso, moléculas organicas com baixo
peso molecular dificilmente conseguem inibir fatores de transcrigdo como o BCL11A
(SANKARAN, 2011).

Outros fatores de transcricdo envolvidos na regulagdo de gama-globina cuja
repressdo eleva os niveis de HbF incluem MYB, KLF1, GATA-1, FOG-1, TR2, TR4,
SOX-6, COUP-TF, FOP, lkaros, MBD2, NF-E4, NRF2 entre outros (AERBAJINAI et
al., 2009; VAN DIJK et al., 2010; LOPEZ et al., 2002; RUPON et al., 2006; ZHOU et
al., 2004; MACARI & LOWREY, 2011; ZUBER et al., 2011; ZHOU et al., 2010;
CAMPBELL et al., 2011; FUJIIWARA et al., 1996; NICHOLS et al., 2000; MICCIO &
BLOBEL, 2010; MICCIO et al., 2010).

A complexidade e as dificuldades em inibir diretamente os fatores de transcri¢éo
envolvidos na regulacdo génica de gama-globina dificultam o planejamento de novos
farmacos, principalmente, porque até o momento nenhum desses fatores parece ser
especifico em regular apenas a substituicio de HbF para hemoglobina adulto.
Atualmente, estratégias que visam inibir enzimas que regulam a expressdo génica
através das proteinas nucleares, a exemplo dos bromodominios, parecem ser
promissoras e atraentes (SANKARAN & WEISS, 2015).

2.4 EPIGENETICA E OS BROMODOMINIOS

O termo epigenética refere-se a modificagbes no material genético que néo
afetam a sequéncia de nucleotideos e resultam na regulacdo da expressdo génica. As
marcas epigenéticas classicas sdo: metilacdo do DNA, modificacbes pos-traducionais
em histonas, RNAs ndo codificantes e posicionamento dos nucleossomos (BIRD, 2007).
A regulacdo epigenética na ativacdo ou silenciamento génico em resposta a estimulos
fisiologicos e ambientais tem sido realizado por modificacbes quimicas reversiveis no
DNA e nucleossomo (LI; CAREY; WORKMAN, 2007).

As duas principais classes de remodeladores de cromatina sdo as proteinas que
alteram a acetilacdo de histonas (histonas acetiltransferases — HATSs e histonas
deacetilases — HDACs) e complexos multiprotéicos, que sdo capazes de remodelar
nucleossomos ou modificar seu espacamento usando energia da hidrélise de ATP
(NARLIKAR; FAN; KINGSTONE, 2002).

Modificagbes covalentes pos-translacionais da cauda amino-terminal das
histonas influencia a estrutura da cromatina e a acessibilidade do DNA pela maquinaria
transcricional (LAMOUREUX et al., 2014). A acetilacdo de um residuo de lisina, na



21

regido amino-terminal da cauda das histonas, diminui sua afinidade pelo DNA. Desta
forma, as histonas acetilases alteram a conformagdo nucleossomal, aumentando 0 acesso
de proteinas regulatdrias transcricionais as regides especificas do DNA (TSE et al.,
1998). Cromatina enriquecida em histonas acetiladas é mais eficientemente transcrita
(NIGHTGALE et al., 1998). J& as histonas deacetilases sdo responsaveis por uma
repressdo da transcricdo génica, por fortalecer a compactacdo do DNA em
nucleossomos. Tanto as histonas acetilases, como as deacetilases fazem parte de
complexos protéicos ou interagem diretamente com proteinas relacionadas a transcricao
génica (ZHONG et al., 2002).

A estratégia de inibicdo da enzima HDAC é validada na AF. Moléculas como
fenilbutirato sodico sdo descritos como sendo capazes de aumentar em humanos 0s
niveis de HbF devido inibicdo de HDAC (DOVER; BRUSILOW; CHARACHE,
1994). Em estudos clinicos, o derivado dimetilbutirato (HQK-1001) aumentou HbF em
cerca de 80% dos voluntarios (KUTLAR et al., 2013). Entretanto, alta variabilidade nas
respostas clinicas ainda sdo observadas, e a terapia usando ‘pulsos’ de butiratos (doses
menores e mais frequentes) parecem ser mais efetivas que doses Unicas diarias (REID et
al., 2014). Atualmente, estudos clinicos envolvendo o vorinostat (pan-inibidor de
HDAC) estdo sendo conduzidos em pacientes com anemia falciforme (CLINICAL
TRIALS, 2016) e diversos inibidores tem sido desenvolvidos em nosso grupo de
pesquisa.

Das modificacdes em histonas, a acetilagdo de lisina € uma das mais conhecidas
e apresenta um papel importante na conducdo de remodelacdo da cromatina e a
transcricdo de genes (BERGER, 2002; NEELY & WORKMAN, 2002). O papel da
acetilacdo de lisina na transcricdo do gene é, em certo modo, resultado da acdo do
bromodominio das proteinas. O bromodominio, encontrado em diversas proteinas
associadas a cromatina e histonas acetiltransferases, & a unica familia de dominios de
proteinas atualmente conhecidas capazes de reconhecer residuos de acetil-lisina (ZENG
& ZHOU, 2002). Nos ultimos anos, um grande namero de trabalhos tem demonstrado
gue os bromodominios podem ser potencias alvos terapéuticos para descoberta de novos
farmacos de diversas classes terapéuticas. Proteinas humanas contendo bromodominio
estdo relacionadas a uma série de doencas incluindo cancer, doencas inflamatorias,
obesidade, diabetes, doencas infecciosas, desordens metabdlicas e doencas
cardiovasculares (DENIS, 2010).

Bromodominios (BRD) sdo pequenos moédulos de aproximadamente 110
aminoacidos, conservados estruturalmente e evolutivamente, e identificados como
motivos em Drosophila brahma, de onde se originou 0 nome (TAMKUN et al., 1992).
Eles sdo mais comumente encontrados com outros dominios de leitura epigenéticas
como PHD, PWWP e Tudor. As proteinas contendo bromodominio possuem papel na
regulacdo da transcricdo e remodelamento da cromatina. Multiplos bromodominios
podem ser encontrados em uma Unica proteina apresentando grande similaridade



22

estrutural entre si, entretanto podem possuir distintas funcées. Atualmente, 61 diferentes
bromodominios sdo identificados em 46 diferentes proteinas e agrupados em 8 familias
(FILIPPAKOPOULOS et al., 2012; FILIPPAKOPOULOS & KNAPP, 2012).

As familias de proteinas contendo bromodominio e dominio extra-terminal
(BET) (BRD2, BRD3, BRD4 e BRDT) constituem uma importante classe de proteinas
de leitura epigenéticas que atuam no reconhecimento de N-acetilacdo de residuos lisina
na cauda das histonas (HEWINGS et al., 2012). Proteinas contendo bromodominio
atuam como suporte para complexos moleculares em sitios de reconhecimento das
histonas para regular a acessibilidade da cromatina para fatores de transcricdo e RNA
polimerase (PRINJHA; WITHERINGTON; LEE, 2012).

Estruturalmente os bromodominios compartilham uma dobra comum, que
consiste em 4 a-hélices anti-paralelas (0Z- aA- aB- aC) organizado com uma tor¢do a
esquerda bem como as regides variaveis de alca (ZA e BC) que determinam a
especificidade do substrato.

2.5 INIBIDORES DE BROMODOMINIO COMO ESTRATEGIA PARA
AUMENTO DE HBF

As modificacbes pos-translacionais relacionadas a acetilacdo de lisina servem
como sitio de ancoramento para 0s bromodominios que sdo encontrados em diversas
proteinas relacionadas a cromatina (ZENG et al, 2002). Dessa forma, o0s
bromodominios podem ser entendidos como ‘leitores’ de residuos de lisina acetiladas, e
podem influenciar uma série de processos relacionados a cromatina. Um dos primeiros
fatores de transcricdo descritos e envolvidos com a acetilagdo de lisina é a proteina
hematopoiética (zinc finger) denominada GATA-1 (FUJIWARA et al., 1996).

GATA-1 apresenta um papel importante no desenvolvimento eritroide por
regular uma grande quantidade de genes que irdo mediar o amadurecimento e funcao
dos eritrécitos. A inibicdo direta de GATA-1 é complexa e mostra-se inviavel como
alvo terapéutico devido sua importancia fisiologica. Estudos demonstram que
camundongos modificados geneticamente para nao expressar GATA-1 morrem durante
a gestacdo, devido a falhas em formar células eritréides maduras (FUJIWARA et al.,
1996). Além disso, diversos tipos de anemia congénita em humanos sdo associadas a
mutacoes de GATA-1 (NICHOLS et al., 2000; CAMPBELL et al., 2013). GATA-1 tem
sido associada a ativacdo de genes eritroides especificos e ao silenciamento de genes
associados com estado de proliferacdo imaturo (WELCH et al., 2004; CHENG et al.,
2009).

Na anemia falciforme, a regulagdo dos genes de gama-globina no cromossomo
11 tem sido relacionadas a formacdo de um complexo repressor, envolvendo entre
outras proteinas GATA-1, BCL11A, FOG1 e SOX-6 (XU et al., 2010). Tem sido
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descrito que a capacidade de compostos, a exemplo do resveratrol, em aumentar a
transcricdo génica de gama-globina e producdo de hemoglobina fetal estdo relacionadas
em parte a capacidade deste produto natural em modular os niveis de GATA-1 e
BCL11A (AGYEKUM et al., 2011).

O recrutamento de GATA-1 no gene de gama-globina se da pela acdo dos
bromodominios. Especificamente, o bromodominio-3 (BRD-3) se liga a GATA-1
acetilada. Estudos de imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP) sugerem que BRD-3 esta
presente na maioria dos sitios ocupados de GATA-1. Além disso, foi demonstrado que a
exposicdo de células eritrdides aos inibidores BET-bromodominios diminuem a
ocupacdo de GATA-1 podendo regular a transcricdo de uma série de genes
(LAMONICA et al., 2011; STONESTROM et al., 2015). Assim, nossa hipétese foi a de
que a inibicdo de BRD-3 poderia reduzir os niveis de GATA-1 no gene de gama-
globina, e consequentemente aumentar a transcricdo génica de gama-globina por
impedir a formacdo do complexo repressor.

2.6 BROMODOMINIO-3 (BRD-3) E RESPECTIVOS COMPOSTOS INIBIDORES

O BRD-3 (I) pertence a familia de bromodominios e motivos extra terminais
(BET) da classe I1. Como todos os representantes desta classe, possuem duas sequéncias
homologas de bromodominio (BRD3(I) e BRD3(I)) e um motivo extra-terminal;
entretanto, diferentemente de BRD-4 e BRDT, ndo possui um dominio extraterminal C
longo (BELKINA & DENIS, 2012).

O papel de BRD-3 na fisiopatologia de algumas doencas ainda ndo esta
completamente bem elucidado, entretanto, sabe-se que este bromodominio participa
ativamente no remodelamento do nucleossomo no contexto de transcricdo génica. Alem
disso, sua inibicdo parece estar relacionada ao controle de diversas doencas
hematoldgicas (LEROY; RICKARDS; FLINT, 2008). Em algumas condicdes, sabe-se
que pode ocorrer sobreposicdo entre as atividades de BRD-3 e BRD-2, o que implica,
que a inibicdo seletiva de BRD-3 ndo deva ser uma exigéncia exclusiva como
intervencdo terapéutica (STONESTROM et al., 2015). Entretanto, devido a ampla
relacdo de BRD-3 e GATA-1, este alvo parece ser atraente na regulacdo da transcricao
de gama-globina.

Poucas estruturas quimicas tem sido descritas por inddstrias farmacéuticas
multinacionais como inibidoras de bromodominio-3 (Figura 2). Embora ainda seja
limitado o nimero de moléculas inibidoras de BRD-3, alguns exemplos apresentaram
valores de 1Cso promissores, variando de 13 nM até 31 nM em ensaios de bromoscan.
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Figura 2 — Compostos inibidores de BRD-3

Apesar disso, muitos desses compostos encontram-se protegidos por patentes e
nenhum deles foi avaliado para anemia falciforme, justificando assim a busca por novas
moléculas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Este trabalho visou o planejamento, sintese e avaliacdo farmacoldgica de inibidores
de bromodominio-3 (BRD-3) desenhados como possiveis indutores da produgdo de
hemoglobina fetal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Modelagem molecular (docking) dos compostos derivados ftalimidicos a fim de
selecionar os 12 compostos mais promissores planejados como inibidores de
BRD-3 (1).

3.2.2 Sintese, isolamento, purificacdo e caracterizacdo estrutural dos derivados
ftalimidicos selecionados.

3.2.3 Estudo in vitro de inibicdo enzimatica de BRD-3 (I) dos novos anélogos ineditos
sintetizados.

3.2.4 Auvaliacdo da expressdo genica de gama-globina e producéo de hemoglobina
fetal.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

A triagem virtual é uma ferramenta amplamente usada na industria farmacéutica
nos dias atuais para busca de novos prot6tipos. Trata-se de um processo de analise
computacional usando elevado nimero de compostos (que variam de milhares a
milhdes) com fins de estimar a afinidade de ligacdo ao um sitio especifico previamente
determinado (CERQUEIRA et al., 2015). Usando a base de dados ZINC, e aplicando
uma série de filtros (incluindo ‘regra dos 5°, PAINS - Pan-Assay Interference
compounds), com fins de eliminar estruturas ndo promissoras, foram identificados 2.2
milhdes de estruturas na biblioteca virtual criada no Minnesota Supercomputing
Institute. A partir dessa biblioteca, e usando o programa Maestro Schrodinger® foi
realizado a docagem (docking) dos compostos contra bromodominio-3 (BRD-3 pdb:
3591) e os resultados foram expressos em valores de docking score e Glide Emodel.
Deste estudo foram selecionadas, usando as ferramentas de quimio-informatica
(Canvas®), as duas mil estruturas com melhores valores de docking score (Figura 3).
Ensaios secundarios de validacdo foram realizados a fim de confirmar os resultados
obtidos e identificar 0s compostos mais promissores.

Virtual High Throughput Screening de uma biblioteca de
2.2 Milhoes de Compostos contra BRD3

I 2.2 milhdes de estruturas |

\ 4

220 mil estruturas

|

22 mil estruturas

Y
2000 estruturas

Y
I Andlise de Quimioinformatica ]

Figura 3 - Esquema do ensaio de triagem virtual utilizado na identificagdo dos
prototipos inibidores de BRD-3 (Fonte: préprio autor).
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Este ensaio prévio de triagem virtual foi realizado em colabora¢do com o grupo
de pesquisa de Quimica Medicinal da Universidade de Minnesota (Estados Unidos).
Destes resultados, foram identificados pelas ferramentas de quimio-informéatica os
derivados ftalimidicos como padrdes estruturais potencialmente promissores na inibicdo
de BRD-3 (resultados ndo publicados). Para os derivados ftalimidicos identificou-se o
fragmento 5-aminoisoindolina-1,3-diona (Figura 4), como sendo importante para
interagdo com: a) os residuos presentes no sitio ativo de BRD-3 e; b) as moléculas de
agua conservadas caracteristicas da familia dos bromodominios. No sitio ativo, a
asparagina-116 interage com o nicleo ftalimidico através de ligagdes hidrogénio em
uma rede envolvendo as moléculas de agua conservadas de BRD-3. J& a amina
aromatica interage através de ligacdo de hidrogénio com o residuo de prolina-58 do sitio
ativo de BRD-3.

ILE PHE
122 59 VAL o CYs
63 112

PRO
58

HO

TYR
73

H.N

TYR
115

LEU
70

Figura 4 — Interac6es do fragmento 5-aminoisoindolina-1,3-diona com os residuos de
aminodacidos presentes no sitio do BRD-3.

Assim, neste trabalho, utilizando-se da técnica de planejamento de farmacos
baseado em fragmentos (FBDD - Fragment-based Drug Design) o fragmento
identificado foi otimizado. Especificamente, para fins de otimizacdo foram exploradas
interacdes adicionais das moléculas planejadas com os residuos BRD-3, a exemplo do
triptofano-57 e glutamina-61.

Foi realizado um estudo de ancoragem dos derivados ftalimidicos otimizados.
Para esta etapa, a subunidade benzamida foi adicionada ao fragmento a fim de explorar
interacdes adicionais no sitio ativo hidrofébico do BRD-3. Ainda, foi proposta a
funcionalizacdo do anel aromatico benzamida a fim de se explorar o padrdo mais
adequado de substituicdo, permitindo assim, estudar a melhor interacdo com os residuos
presentes no BRD-3 (Figura 5), a exemplo do triptofano-57 e glutamina-61.
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R=
H (C1H
0O O CH; (C2-C4
o OH (C5-C7)
NH — NH OAc (C8-Cl10)
HoN N COOH (C11-C13)
2
0O H 0O CONH, (C14 - C16)
NH, (C17-C19)
S . . Br (C20-C22)
S-aminoisoindolina-1,3-diona orto (o), meta (m) e para (p)

F (C23 - C25)
CF;  (C26-C28)
CN  (C29-C31)
NO, (C32-C34)

Figura 5 - Planejamento estrutural dos derivados ftalimidicos a partir da estrutura do
fragmento 5-aminoisoindolina-1,3-diona.

4.2 MODELAGEM MOLECULAR

Inicialmente, a estrutura cristalografica do BRD-3 de melhor resolucio (2,06 A),
foi obtida do banco de dados PDB (Protein Data Bank), sob o cédigo 3S91 (PDB,
2017). A referida estrutura apresenta-se cristalizada com um o inibidor JQ-1
(FILIPPAKOPOULOS et al., [s.d.]).

Para os estudos de docking, a proteina obtida do PDB foi importada para o
programa Maestro® (SCHRODINGER, 2017a) e preparada para os estudos de docking
utilizando a fungdo Protein Preparation Wizard. Para tanto, o seguinte protocolo foi
utilizado: (i) remocdo das moléculas de dgua (exceto aquelas conservadas presentes no
sitio ativo); (ii) adicdo de atomos de hidrogénio; (iii) preenchimento de cadeias laterais
incompletas; (iv) minimizacdo de energia utilizando o campo de forca OPLS3. A caixa
de interacdo (grid) foi definida pelo Glide (SCHRODINGER, 2017b), com dimensdes
de 10 Ax 10 Ax 10 A.

Os ligantes foram importados (em formato SDF) para o programa Maestro® e
foram preparados utilizando-se a funcéo Ligand Preparation (LigPrep) a fim de realizar
a minimizacdo de energia utilizando campo de forca OPLS3, e obter a simulacdo dos
possiveis estados de ionizagdo em pH 7 + 2 (SCHRODINGER, 2017c).

Para determinar a eficiéncia de todos os parametros utilizados neste estudo, o
modelo foi validado por redocking, sendo o ligante original da proteina (JQ-1)
removido, e posteriormente, ancorado no mesmo sitio. A qualidade deste resultado foi
analisado pelo célculo Root Mean Square (RMSD) entre o ligante co-cristalizado e o
“reancorado”.
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4.3 METODOLOGIA SINTETICA

4.3.1 Meétodo sintético geral

Para a sintese dos compostos, inicialmente o grupamento nitro do composto 4-
nitroftalimida foi reduzido para o seu respectivo derivado aminado (RAMADAS;
SRINIVASAN, 1992). Posteriormente, este intermediario foi reagido com o respectivo
cloreto de acila para a formagéo do composto final (Esquema 1).

Esquema 1 — Sintese das moléculas planejadas

R=
O H 0
o 0 o OAc (I-IV)
—a ., b NH OH  (V-VI)
NH NH ———— X N CN  (VIII-X)
ON HoN o) @)\H O  NHp (XI-XII)
o) 0 @)‘\CI R p-NO, (XIV)
| orto, meta e para p-Br (XV)
L

R
a) Fe, NH,Cl, MeOH, 60°C, 1h; b) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Para os compostos 1I-1V, foi realizado a acetilacdo do acido hidroxibenzdico
correspondente através de uma reacdo com anidrido acético em meio basico contendo
hidroxido de sodio (Esquema 2).

Esquema 2 — Sintese dos intermediarios para os compostos finais 11-1V

o)
o) o)
Q NH
| X" COH a)b) | X7l c) | ~ ”
[ F S = Vo o
HO AcO AcO

orto (I), meta (lll) e para (IV)

a) Ac,0, NaOH, H,0, t.a., 16h. b) SOCI, DMF, 75°C, 1h. ¢) 4-aminoftalimida, NMP, 0°C - t.a, 4h.
Fonte: proprio autor
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Os compostos finais V-VII foram obtidos através de uma hidrélise &cida
quimiosseletiva seletiva para o grupamento acetoxi presente nos compostos -1V
(Esquema 3).

Esquema 3 — Sintese dos compostos V-VII

PO - hOY

orto (Il), meta (lll) e para (V) orto (V), meta (V1) e para (VII)
a) THF, HCI, 60°C, 16h.

Fonte: proprio autor

Os procedimentos detalhados para obtencdo de cada um dos compostos
apresentados neste trabalho estdo descritos na secdo Apéndice I. Em geral, para
obtencdo da 4-aminoftalimida foi reagido 2,6 mmol do 4-nitroftalimida com 9,3 mmol
de ferro em uma solugédo contendo 2% de cloreto de aménio.

Para obtencéo do cloreto de acila foi reagido 0,81 mmol do respectivo derivado
do &cido benzoico substituido com 4,1 mmol de cloreto de tionila. Em seguida, o
composto final foi obtido através de uma reacdo entre 0,81 mmol do respectivo cloreto
de acila e 0,81 mmol do 4-aminoftalimida, utilizando N-metil pirrolidona (NMP) como
solvente.

4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As andlises por cromatografia em camada delgada foram realizadas em
cromatoplacas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60 F254 (Merck®) para o
acompanhamento das reacGes A visualizacdo das substancias foi realizada em camara
de luz ultravioleta (254 e 365 nm).

5.3.2 Determinacdo da faixa de fusdo

As faixas de fusdo dos intermediarios e compostos finais foram determinadas em
um aparelho de ponto de fusdo capilar Melting Point Apparatus SMP3, Stuart
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Scientific®, disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas no Laboratério de
Quimica Farmacéutica.

5.3.3 Anadlise de espectrofotometria de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho na regido de 4.000 a 400
cm, foram obtidos em pastilhas de KBr em um espectrofotdmetro no infravermelho IR
Prestige-21 da SHIMADZU®, disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas no
Laboratorio de Quimica Farmacéutica.

5.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN unidimensionais e bidimensionais foram obtidos nos
espectrdmetros a 300 ou 600 MHz para *H e a 75 MHz para *3C, utilizando-se solventes
deuterados no preparo das amostras (DMSO-d6). As andlises foram realizadas no
Instituto de Quimica (UNESP-Araraquara), utilizando, especificamente, um
espectrdmetro de 300 MHz (7.0 Tesla; *H e **C) Fourier com Dual probe “*C/*"H —
Bruker® e espectrometro de 600 MHz (14.0 Tesla; *H e **C) Ascend — Bruker®. Os
deslocamentos quimicos foram reportados em partes por milhdo (8) ¢ as constantes de
acoplamento (J) foram mostrados em Hertz (Hz). Os deslocamentos foram
representados por s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo
dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

5.4 Inibicdo enzimética de BRD-3 (BD1)

O ensaio foi realizado através da técnica TR-FRET (Time-resolved fluorescence
energy transfer) utilizando proteinas recombinantes de bromodominios (2,5 nM) e o
ligante BET (32 nM). O sinal TR-FRET obtido no ensaio foi correlacionado com a
quantidade de ligante conjugado ao bromodominio. O ensaio foi realizado em
colaboracdo com a empresa BPS Bioscience Inc.

Os compostos foram solubilizados em DMSO e diluidos (1:20) em buffer
reacional. Desta solucdo foram pipetados 2 ul e transferidos para 20 pl da mistura
reacional (BRD3 (BD1), inibidor, ligante BET e marcadores fluorescentes) para que a
concentracdo final de DMSO fosse 0.5%, para todas as reacdes. A mistura reacional foi
incubada por 120 minutos em temperatura ambiente, antes da leitura do sinal TR-FRET.

A fluorescéncia dos marcadores aceptores e doadores foram medidos utilizando
leitor de microplaca Tecan Infinite M1000. O sinal TR-FRET foi obtido através da
relacdo de fluorescéncia entre marcadores aceptores e doadores. O ensaio de inibi¢do foi
realizado em duplicata para trés experimentos distintos.
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Os dados foram analisados utilizando o software Graphpad Prism. Nos pogos em
que continham apenas o ligante BET, o sinal TR-FRET (F;) foi considerado como 100%
de atividade. Nos pogos em que o controle (inibidor) era maior que 100 vezes o ICs foi
utilizado para determinar o sinal TR-FRET (F,) como 0% de atividade. A porcentagem
de atividade na presenca de cada composto foi calculada utilizando a seguinte equacao:
% atividade = [(F - Fb)/(Ft - Fb)]x100, onde F= sinal TR-FRET na presenca do
composto. A porcentagem de inibicdo foi calculada a partir da seguinte equacdo: %
inibicdo = 100 - % atividade.

5.5 Avaliacdo da expressao de gama-globina em células K562

O ensaio da expressdo de gama-globina foi realizado em parceira com a Profa.
Dra. Carolina Lanaro da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As células
da linhagem celular eritroleucémica K562 foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino,
100 1U/mL de benzilpenicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, em estufa a 37°C com
5% de CO,. As células foram cultivadas a uma concentracéo de 1 x 107 células/100 mL
e tratadas com o composto IX com concentracao de 50 e 75 puM, e 100 uM de HU. As
amostras foram coletadas apds 24, 48, 72 e 96 horas de tratamento.

RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen) de acordo
com o protocolo do fabricante. A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA total
extraido com Super Script I, seguindo as instrucdes do fabricante (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Os seguintes primers foram planejados e sintetizados pela Invitrogen
para amplificar o cDNA de gama-globina:

F-5": TGTGGAAGATGCTGGAGGAGA-3';
R-5": CAAAGAACCTCTGGGTCCATG-3'.

Todas as amostras continham um volume final de 12 pL, sendo 1 ng de cDNA
(3 uL), 6 uLL de SYBR Green Master Mix PCR (Applied Biosystems), e 3 uLL do primer
em microplaca de 96 pocos MicroAmp Optical (Applied Biosystems). A expressao
génica foi quantificada através do programa Gnorm. Os resultados foram expressos em
niveis de mMRNA de gama-globina, utilizando-se como controle interno a expressao de
B-actina e GAPDH.
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Os resultados obtidos a partir do estudo de modelagem molecular dos derivados
ftalimidicos contra o BRD-3 estéo apresentados na Tabela 1 com os valores de docking

score e glide E-model.

Tabela 1 - Resultados de docking dos derivados ftalimidicos contra BRD-3 expressos
em docking score (DS) e Glide E-model (G)
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Levando em consideragdo os resultados obtidos no estudo de docking (Tabela 1),
foram propostas as seguintes moléculas a fim de explorar os efeitos eletronicos dos
substituintes no anel aromatico benzamida nas posi¢des orto, meta e para (Figura 6).
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Figura 6 — Derivados ftalimidicos planejados como inibidores de BRD-3 (I-XI1)

A Figura 7 apresenta as interacdes do composto I com os residuos do BRD-3

atraves de um mapa 2D.

TYR
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Figura 7 — Mapa 2D de interacGes dos
composto | (Fonte: proprio autor).
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residuos do sitio ativo do BRD-3 com o

As Figuras 8 e 9 apresentam a pose do composto VI e XIllI, respectivamente, no
sitio ativo do BRD-3, e em destaque os residuos de aminoacidos com 0s quais 0S

compostos interagem.
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Figura 8 — Interac6es do composto VII com os residuos do sitio ativo do BRD-3
(Fonte: proprio autor)

Figura 9 - Interacdes do composto XII com os residuos do sitio ativo do BRD-3 (Fonte:
préprio autor).
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Tabela 2 apresenta os principais residuos com os quais 0os compostos I-XII interagem,
no sitio ativo do BRD-3.

Tabela 2 — Relacdo das interacdes dos residuos Trp-57, GIn-61 e Pro-58 com o0s
compostos I-XII

Composto
Residuo I I v v veE Ve vIE IX X X XI
Triptofano-57
Glutamina-61
Prolina-58




5.2 SINTESE

Intermediarios
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Os intermediarios 4-aminoftalimida, 3- e 4-acetoxibenzdico foram obtidos com
bons rendimentos, e suas caracteristicas quimicas e os rendimentos reacionais estdo

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento reacional e caracteristicas quimicas dos intermediarios

0]

OH
NH

° Y

4-aminoftalimida Acido 3-acetoxibenzoico

HoN

O

o
O

N

Acido 4-acetoxibenzoico

. 5-aminoisoindoline-1,3- Acido 3-acetoxibenzoico
Nome quimico

dione
Rendimento 65 65
(%)
Faixa de fusao 289-291 131-134
(°C)
Férmula CgHaNzOz CgHgO4
molecular
Massa 162,15 180,16
molecular

Aspecto s6lido amarelo s6lido branco

Acido 4-acetoxibenzdico

82

190-194

CyHgO4

180,16

solido branco
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As Tabelas 4 e 5 apresentam os dados obtidos dos espectros de RMN de *H dos
intermediarios.

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos do intermediario 4-aminoftalimida

6

O

1 5 48
NH 9

2N 2 3 ¢V

(@]

Posicéo §H
1 6,78 (dd, J = 8,4 Hz, 1H)
2 -
3 6,86 (d, J = 1,8 Hz, 1H)
4 ]
5 -
6 7,43 (d, J = 8,2 Hz, 1H)
7 -
8 -
9 10,72 (s, 1H)
10 6,4 (s, 2H)

Fonte: dados da pesquisa
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos dos intermediarios &cidos 3-acetoxi e 4-

acetoxibenzoico

Posicéo
1

©O© 00 NO O b Wi

[N
o

7,66 (s, 1H)
7,42-7,35 (m, 1H)
7,54 (t, J = 7,9 Hz, 1H)
7,83 (d, J=7,9 Hz, 1H)

13,21 (s, 1H)

2,29 (s, 3H)

7,98 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
7,26 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
7,26 (d, J = 8,8 Hz, 1H)
7,98(d, J = 8,8 Hz, 1H)

13,06 (s, 1H)

2,29 (s, 3H)

Compostos Finais

Os dados referentes ao rendimento reacional e caracteristicas quimicas dos

Fonte: dados da pesquisa

compostos I-XI11 estdo apresentados nas tabelas a seguir:



Tabela 6 - Rendimento reacional e caracteristicas quimicas dos compostos I-1V
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o)

(0]

Composto |

0
o)
NH
N
o
o)\

Composto 11

o]
i
NH
N
Q)LH S
ofo

Composto 111

O
Q NH
O N
5o
O
Composto IV

Nome quimico

Rendimento (%)
Faixa de fuséo (°C)
Formula molecular

Massa molecular

Aspecto

N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)

benzamida
42
314 -318°C
CisH10N20;
266,26

solido branco

2-((1,3-dioxoisoindolin-5-

il)carbamoil)fenil acetato
28
206-213
C17H1,N20s
324,29

Sélido branco

3-((1,3-dioxoisoindolin-5-

il)carbamoil)fenil acetato
82
201-206
C17H12N20s
324,29

sélido branco

4-((1,3-dioxoisoindolin-5-

il)carbamoil)fenil acetato
60
195-198
Ci7H12N20s
324,29

solido branco

Fonte: dados da pesquisa.



Tabela 7 - Rendimento reacional e caracteristicas quimicas dos compostos V-1X
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0
0 ? 0 o o
o) NH o)
o} N
OH HO ¢ NZ
OH 0
Composto V Composto VI Composto VII Composto VIII Composto I1X
N-(1,3- N-(1,3-dioxoisoindolin-5- N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)- 3-ciano-N-(1,3- 4-ciano-N-(1,3-dioxoisoindolin-
Nome quimico  dioxoisoindolin-5-il)- il)-3-hidroxibenzamida 4-hidroxibenzamida dioxoisoindolin-5-il) 5-il) benzamida
2-hidroxibenzamida benzamida
Rendimento (%) 42 86 80 46 42
Faixa de fuséo 251-264 245-251 271-274 310-312 285-288
(°C)
Formula C1sH10N204 C1sH10N20,4 C15H10N204 C16HoN3O3 C1sHoN3O3
molecular
Massa molecular 282,26 282,26 282,26 291,27 291,27

Aspecto sélido branco sélido branco s6lido branco s6lido branco

solido branco




Tabela 8 - Rendimento reacional e caracteristicas quimicas dos compostos X-XII
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Composto X
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HoN
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Composto XI

O

I
NH
N
/©)J\H
Br

o]

Composto XII

Nome quimico

Rendimento (%)
Faixa de fusdo (°C)
Férmula molecular

Massa molecular

Aspecto

N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-4-

nitrobenzamida
17
263-265
C1sH9N3O5
311,25

solido branco

4-amino-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-
il)benzamida

35
223-241
C1sH11N303
281,27

s6lido amarelo

4-bromo-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-
il)benzamida

75
285-293
C15H9BrN,O;
345,15

solido amarelo
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As Tabelas 9 -13 apresentam os dados referentes aos espectros de RMN *H dos

compostos finais I-XII.

Tabela 9 — Deslocamentos quimicos do composto final |

6 O
i3 0 1 T\IH 9
14 11N 2 4 W7
12 H 3
15 17 10
16
Posicao §H §C
1 8,15 (dd, J=8,2; 1,6 Hz, 1H) 124,46
2 - 134,31
3 8,34 (d, J = 1,6 Hz, 1H) 113,74
4 - 126,88
5 - 133,99
6 7,83 (d, J = 8,2 Hz, 1H) 124,0
7 - 169,09
8 - 168,93
9 11,26 (s, 1H) -
10 10,80 (s, 1H) -
11 - 166,28
12 - 144,71
13 7,99 (d, J=7,3 Hz, 1H) 127,91
14 7,57 (t, J=7,6 Hz, 1H) 128,58
15 7,64 (t, J=7,3 Hz, 1H) 132,17
16 7,57 (t, J=7,6 Hz, 1H) 128,58
17 7,99 (d, J=7,3 Hz, 1H) 127,91
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos dos compostos finais 11-1V

] O
N NH 8 1211 H 2 3 W 1 5 U8
14©?J1\H i 3 ) (; 15@10 7 14 2 i N 2
15 1o 10 Oo. _O (e} 1211 N~ 2 . 4 W
"’ O)Qm 1T 19)113\0 "1 " :—é °
Posicao 8 H §13C 8 H §13C §H 8 3¢
1 8,04 (dd, J=8,1; 1,7 Hz, 1H) 124,06 8,13 (dd, J = 8,2; 1,9 Hz, 1H) 124,57 | 8,13 (dd, J=8,2; 1,9 Hz, 1H) 124,45
2 - 143,96 - 127,05 - 126,91
3 8,29 (d, J=1,7 Hz, 1H) 113,99 8,31 (d, J=1,7 Hz, 1H) 113,85 8,32(d, J=16Hz, 1H) 113,72
4 - 126,13 - 133,98 - 133,99
5 - 131,42 - 144,6 - 144,65
6 7,82 (d, J=8,1 Hz, 1H) 124,83 7,83 (d, J=8,2 Hz, 1H) 124 7,82(d,J=82Hz, 1H) 124,01
7 - 169,04 - 169,05 - 169,01
8 - 168,9 - 168,9 - 168,92
9 11,27 (s, 1H) - 11,27 (s, 1H) - 11,26 (s, 1H) -
10 10,80 (s, 1H) - 10,82 (s, 1H) - 10,81 (s, 1H) -
11 - 165,65 - 165,18 - 165,51
12 - 118,66 - 135,6 - 131,83
13 7,92 (dd, J=7,8; 1,9 Hz, 1H) 129,56 7,91-7,88 (m, 1H) 125,34 8,04 (dd, J=88Hz, 1H)  129,5
14 6,98 (t, J=7,7; 7,7 Hz, 1H) 119,29 7,62 (t, J=7,9 Hz, 1H) 1298 | 7,33(dd, J=8,8Hz, 1H) 122,06
15 7,38 (t, J=7,7;7,7 Hz, 1H) 133,86 | 7,42(ddd,J=8,1;2,3;0,9 Hz, 1H) 12581 - 153,33
16 7,02 (d, J = 8,3 Hz, 1H) 117,13 - 150,49 7,33(dd, J=8,8 Hz, 1H) 122,06
17 - 157,54 7,74 (t, 3 = 2,0 Hz, 1H) 121,35 8,04 (dd, J=88Hz, 1H)  129,5
18 - 169,25 - 169,2 - 169,08
19 2,24 (s, 3H) 20,9 2,32 (s, 3H) 20,87 2,31 (s, 3H) 20,92




Tabela 11 — Deslocamentos quimicos dos compostos finais V-V1I
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6 0O 0 1 5 U8 6 O
o ! 5 s 13 NH 9 o ! 5 _As
14 b /CEENH i I 11"N" 2 4 W 13 NH ©
BN 07 5 - :‘('J 3 14 11”2 P\
15 el OE; 10 160H HO5 < 17 10
18
Posicao 8 H §13C 8 H §13C §H 8 3¢
1 8,03 (dd, J=8,2; 1,8 Hz, 1H) 124,07 8,13 (dd, J=8,2; 1,9 Hz, 1H) 124,43| 8,12 (dd, J=8,2; 1,9 Hz, 1H) 124,66
2 - 143,99 - 135,71 - 145,09
3 8,29 (d, J=1,6 Hz, 1H) 114,01 8,32 (d, J=1,7 Hz, 1H) 113,72 8,31 (d, J=1,7 Hz; 1H) 113,6
4 - 127,13 - 126,81 - 126,46
S - 133,81 - 133,98 - 133,98
6 7,82 (d, J=8,2 Hz, 1H) 124,84 7,81 (d, J=8,2 Hz, 1H) 124 7,79 (d, J = 8,2 Hz, 1H) 124,25
7 - 169,06 - 169,11 - 169,16
8 - 168,92 - 168,94 - 168,98
9 11,27 - 11,24 (s, 1H) - 11,22 (s, 1H) -
10 10,84 - 10,71 (s, 1H) - 10,52 (s, 1H) -
11 - 166,67 - 166,28 - 165,72
12 - 118,65 - 144,75 - 123,93
13 7,88 (dd, J=7,8; 1,5 Hz, 1H) 129,58 7,42-7,40 (m, 1H) 129,65 7,89 (dd, J=8,7 Hz, 1H) 130,1
14 7,0 -6,96 (m, 1H) 119,26 7,37-7,34 (m, 1H) 114,67 6,89 (dd, J = 8,7 Hz, 1H) 115,11
15 7,45 (m, 1H) 134,08 7,01 (ddd, J=8,0; 2,5; 1,0 Hz, 1H) 119,1 - 161,12
16 7,01 (d, J=8,3 Hz, 1H) 117,18 - 157,48 6,89 (dd, J =8,7 Hz, 1H) 115,11
17 - 157,64 7,37-7,34 (m, 1H) 118,43 7,89 (dd, J=8,7 Hz, 1H) 130,1
18 nd - 9,84 (s, 1H) - 10,23 (s, 1H) -
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Tabela 12 — Deslocamentos quimicos dos compostos finais VIII e IX

° 5 i 0
w Q0 NH @ o 1 f”r?a:." .
" ATNTF Lo ,lhf; NH o
1 18 i :_rt ? f.kﬁjl:g E‘i ? J | ©
18 ﬁl N Gﬁ.h ;
N
Posico §H §C §H §C
1 8,10-8,12 (m, 1H) 124,59 | 8,11 (d, J=1,8 Hz, 1H) 124,66
- 134,0 - 144,22
3 8,3 (d, J=1,5 Hz, 1H) 113,82 8,30(d,J=16,1H) 113,88
4 - 127,27 - 127,31
5 - 144,24 - 133,99
6 7,84 (d, J=8,2 Hz, 1H) 124,06 7,84 (d, J=8,2 Hz, 1H) 124,05
7 - 169,01 - 169
8 - 168,87 - 168,86
9 11,29 (s, 1H) - 11,28 (s, 1H) -
10 10,93 (s, 1H) - 10,99 (s, 1H) -
11 - 164,39 - 164,9
12 - 135,32 - 138,06
13 8,27 (ddd, J=1,2;1,7; 79 Hz, 1H) 132,74| 8,13 (dd, J =8,6 Hz, 1H) 128,76
14 8,10-8,12 (m, 1H) 135,49 8,06 (dd,J=8,6, 1H) 132,61
15 7,79 (t, J=7,9 Hz, 1H) 130,01 - 114,32
16 - 111,66( 8,06 (dd,J=8,6,1H) 132,61
17 8,45 (t, J=1,4 Hz, 1H) 131,53 8,13(dd,J=8,6, 1H) 128,76
18 - 118,26 - 118,27

Fonte: dados da pesquisa



Tabela 13 — Deslocamentos quimicos dos compostos finais X-XII

o N 1 5 2
14 2 7NH ’ 14 N N i /O:((NH °
1 ” 2 y 4 14 gl H 5 : 4 (;
O,N"18°7 710 s HoN 82 17 Br 75> 17 10
Posico §H §1C §H §C §H s BC
1 813(dd,J=8,2;1,9, 1H) 124,78| 8,09 (dd, J=8,2; 1,8, 1H) 124,35| 8,11 (dd, J=8,2; 1,8 Hz, 1H) 124,99
2 - 144,21 - 120,25 - 127,48
3 8,32(d, J=18Hz,1H) 113,98| 83(d,J=18Hz, 1H) 11371 8,3 (d, J=1,8 Hz, 1H) 114,25
4 - 127,43 - 134,12 - 126,43
5 - 134,04 - 145,61 - 133,76
6 7,86 (d, J=82Hz, 1H) 12411| 7,77(d, J=82Hz, 1H) 12411| 7,82(d,J=8,2Hz, 1H) 124,44
7 - 169,06 - 169,46 - 169,49
8 - 168,92 - 169,28 - 169,34
9 nd - 11,20 () - 11,26 (s, 1H) -
10 nd - 10,32 () - 10,83 (s, 1H) -
11 - 164,71 - 166,12 - 165,72
12 - 149,49 - 126,23 - 144,91
13 8,22(dd, J=89Hz, 1H) 129,51| 7,75(dd, J=9,0 Hz, 1H) 129,97| 7,93(dd, J=8,6 Hz, 1H) 130,46
14 8,41(dd, J=89Hz, 1H) 123,74| 6,63 (dd, J=9,0Hz, 1H) 112,87| 7,78(dd, J=8,6 Hz, 1H) 132,03
15 - 139,96 - 152,95 - 134,41
16 8,41 (dd, J=89Hz, 1H) 123,74| 6,63 (dd, J=9,0 Hz, 1H) 112,87| 7,78(dd, J=8,6 Hz, 1H) 132,03
17 8,22(dd, J=89Hz, 1H) 129,51| 7,75(dd, J=9,0 Hz, 1H) 129,97| 7,93(dd, J=8,6 Hz, 1H) 130,46
18 - ] 5,88 (5) - - -

48
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53 INIBICAO ENZIMATICA BRD-3 (BD1)

A Figura 10 apresenta o grafico contendo a porcentagem de inibicdo da
atividade enzimatica do intermediério 4-aminoftalimida (AMF) e dos compostos finais
I-XI1 frente ao BRD-3 (BD1).

100 - T

% de inibicao
a1
o
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3
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Figura 10 — Gréfico da porcentagem do ensaio de inibi¢do enziméatica dos compostos
testados a 100 uM contra BRD-3 (BD-1); R= 0-AcO (I1); m-AcO (111); p-AcO (1V); o-
OH (V); m-OH (VI); p-OH (VII); m-CN (VI11); p-CN (1X); p-NO; (X); p-NH_ (XI); p-
Br (XI1).




5.4 AVALIACAO DA INDUCAO DE GAMA-GLOBINA EM CELULAS K562

50

24h 48 h
4,00
g 140 T
£ £ 350
2120 - 2
iy 3 3.00
1,00 -
g L £ 50
[=1)] =11}
g 0.80 - 2 2,00
£ 0,60 - £ 1,50
& =
2040 - 2 1,00
[+ 5 B
(=) 1=
£0.20 - 20,50
=
0,00 - : 0,00 .
o D D » »
< N oY I\ s
72h 9h

£ 140 £ 140
-] =]
2120 2120
& &
£ 1,00 - £ 1,00
=] =
[=1)] en
< 080 - < 0,80
% 0,60 - Z 0,60
=] =]
' 0,40 | g 0,40
£020 - 2020
= 0,00 : = 0,00 :

O D D D >

N O ¥ o ¥

Figura 11 — Expressdo de gama-globina génica induzida pelo composto I1X (n=1),
utilizando células K562 como modelo, em diferentes intervalos de tempo (24, 48, 72, 96
horas) e duas concentrac6es diferentes (50 e 75 uM). A hidroxiuréia (HU) foi usada no
teste na concentracdo de 100 uM.
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6 DISCUSSAO

6.1 MODELAGEM MOLECULAR

O programa Glide analisa as interacfes favoraveis entre um ou mais ligantes
e/ou entre alvo-ligante, alvo-alvo entre outros. A posicdo e a orientacdo do ligante em
relacdo ao receptor, bem como a conformacdo do receptor no docking flexivel, sdo
fatores que interferem na pose do ligante. As poses dos ligantes geradas pelo programa
passam por uma série de filtros hierarquicos que avaliam a interacdo do ligante com o
receptor (FRIESNER et al., 2004).

Os filtros iniciais testam o ajuste espacial do ligante ao sitio ativo definido e
examinam por complementariedade as interacGes ligante-receptor baseado no grid,
utilizando a fungdo empirica ChemScore. Este algoritmo reconhece ligacbes favoraveis
de hidrogénio, hidrofébicas, idnicas, e penaliza os efeitos estéricos. Neste estagio, é
realizada uma pontuacdo minuciosa tendo em vista que a pontuacéo real de cada atomo,
ndo depende apenas de sua posicdo em relacdo ao receptor; mas também, da melhor
pontuacdo possivel que poderia obter ao mover +1 A nos eixos x, y, ou z (HALGREN et
al., 2004).

O GlideScore (GScore) é baseado no algoritmo ChemScore (FRIESNER et al.,
2004), incluindo os efeitos estéricos, e pontua/penaliza algumas condicdes energéticas.
O GScore é representado pela seguinte formula:

GScore = 0.05*vdW + 0.15*Coul + Lipo + Hbond + Metal + Rewards + RotB + Site

Os seguintes termos sao utilizados na formula: vdW (Energia van der Waals),
Coul (Energia Coulomb), Lipo (Termo lipofilico), Hbound (ligacdo de hidrogénio),
Metal (termo de ligacdo ibnica), Rewards (recompensas), RotB (ligacOes rotativas), Site
(interagcdes polares no sitio ativo). Os componentes da formula do GScore estdo
descritos na Tabela 14.

A escolha da melhor estrutura ancorada para cada ligante é realizada utilizando
um modelo de energia (Glide E-model) que combina a pontuacdo energética, a afinidade
de ligacdo prevista pelo Glide Score e, nos casos em que utiliza-se o docking flexivel, a
energia de deformacdo interna para direcionar o algoritmo de busca conformacional. O
programa também calcula uma pontuacdo de energia de interacdo de Coulomb-van der
Waals (CvdW) que é utilizada para evitar interacdes de carga excessivamente
recompensadoras a custa de interac¢6es dipolo e dipolo-dipolo (FRIESNER et al., 2006).

O E-model é a pontuagdo mais adequada para comparar a afinidade de ligagdo
de diferentes ligantes quando comparado a energia de interagdo bruta de CvdW. Além
disso, um outro score é utilizado: docking score. Para este score, soma-se ao Glide
Score, as penalidades de estado do Epik quando ocorrem penalizagbes em que 0s
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ligantes adotam estados de energia mais altas (incluindo aquelas onde os metais estdo
presentes) (FRIESNER et al., 2004, 2006; HALGREN et al., 2004).

Tabela 14 — Componentes do GlideScore

Componente Descricao

vdW Energia van der Waals. Este termo é calculado com a reducdo de
cargas ibnicas em grupos com cargas formais, tais como: metais,
carboxilatos, guanidinas.

Coul Energia Coulomb. Assim como em vdW, este termo é calculado com a
reducdo de cargas idnicas em grupos com cargas formais, tais como:
metais, carboxilatos, guanidinas.

Lipo Termo lipofilico. Atribui pontuagfes para interagdes hidrofobicas
favoraveis.

HBond Ligacdo de hidrogénio. Atribui pesos diferentes em componentes que
dependem do doador e/ou aceptor destas ligacGes serem neutros.
Algumas situacfes em que um é neutro, e 0 outro é penalizado; ou
ambos séo penalizados.

Metal Termo de ligacdo ibnica. Apenas as interacbes com atomos aceitadores
anidnicos ou altamente polares séo levados em consideracéo.

Rewards  Recompensa e penalidades para varias situacdes. Grupos polares em
posicdes internas, ligacbes de hidrogénio correlacionadas, torcbes de

amidas, etc.
RotB Penalidade por congelar ligagoes rotativas.
Site InteracBes polares no sitio ativo. Atomos polares, mas ndo ligados ao

hidrogénio, em uma regido hidrofobica sdo recompensados.

O grid foi validado utilizando o calculo de RMSD, e o valor obtido foi de 1,58 A,
sendo o protocolo considerado de confianga (RMSD < 2 A) (DASTMALCHI;
HAMZEH-MIVEHROUD; SOKOUTI, 2016). De acordo com o resultado do estudo de
docagem obtido e validado pelo colaborador no exterior, foram selecionados 0s
derivados ftalimidicos (Tabela 1) que apresentaram melhor interacdo com o BRD-3.
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Observou-se um padrédo de interagdo entre o nucleo ftalimidico e o sitio ativo do
BRD-3 para todas as moléculas. A principal interacdo ocorre entre 0 N-H da imida com
0 &tomo de oxigénio amidico da asparagina-116. Este residuo é considerado essencial
para o reconhecimento da histona acetilada no bolsdo do BRD-3, uma vez que ocorre a
interacdo entre as duas porcbes amidicas: do residuo e da histona acetilada
(MARCHAND; CAFLISCH, 2015).

Vérias moléculas de 4gua permanecem conservadas nos sitios das familias BET-
BRD. A partir de estruturas cristalograficas destas enzimas, observa-se a interacdo dos
inibidores triazolo-diazepinicos com o sitio ativo através de ligac6es de hidrogénio em
uma rede envolvendo estas moléculas de agua (MULLER; FILIPPAKOPOULOS;
KNAPP, 2011). Interessantemente, no presente estudo observou-se que as carbonilas do
nlcleo ftalimidico interagem através desta rede de moléculas de dgua no sitio do BRD-
3. A fim de ilustrar os dois padrbes apresentados, a Figura 7 ilustra as interacdes
observadas entre 0 composto | e o sitio ativo do BRD-3.

Além das interagcdes com a asparagina-116 e as moléculas de agua conservadas,
observam-se outras trés importantes interacbes podem ocorrer entre 0S cOmMpOstos
avaliados contra o sitio ativo do BRD-3: triptofano-57, glutamina-61 e prolina-58. Na

Tabela 2 encontram-se relacionados 0s compostos I-XV com as interagdes acima
listadas.

O composto VII, que apresenta o anel aromatico benzamida substituido na
posicdo para com uma hidroxila, realiza in silico interagdes com a GIn-61 e Pro-58
(Figura 8). O grupamento hidroxila para substituido é responsavel pela interacdo com a
GIn-61 através de uma ligacdo de hidrogénio com o oxigénio carbonilico do residuo
conservado (1,98 A). A interacdo com a Pro-58 é realizada através de uma interagéo
entre o hidrogénio amidico do composto com o atomo de oxigénio do &cido carboxilico

(2,49 A).

O mesmo padrdo de interacdo € observado para o composto XI, em que possui
uma amina para-substituida (Figura 9). A distancia da ligacdo de hidrogénio com o
residuo GIn-61 é de 2,1 A; e com o residuo Pro-58 é de 2,14 A.
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6.2 SINTESE

6.2.1 Sintese dos intermediarios
6.2.1.1 Sintese do intermediario 4-aminoftalimida

Existem na literatura muitos métodos para a sintese de aminas aromaticas
(BASU; BECKER; BANIK, 2000). Entre estes, destacam-se as reacdes de reducdo de
grupo nitro-aromaticos na presenca de paladio (BANIK et al., 2000). Para a obtencéo
do intermediario 4-aminoftalimida, optou-se por um método simples e econdémico
descrito por Ramadas & Srinivasan, utilizando ferro e cloreto de amonio (RAMADAS;
SRINIVASAN, 1992).

No espectro na regido do infravermelho (Figura 12), podem ser observadas duas
bandas de absorcdo em 3442,9 e 3358 cm™ que correspondem as deformacdes axiais
assimétricas e simetricas do N-H “livre”. Observa-se ainda a presenca das deformagdes
axiais assimétricas e simétricas das carbonilas do sistema imidico da ftalimida em 1761
e 1730,1 cm™.

No espectro de RMN de *H (Figura 13) é possivel observar um deslocamento
quimico na forma de um simpleto em 6 6,40, integrando para dois hidrogénios, referente
aos hidrogénios do grupo amina ligado ao carbono 2 do ndcleo ftalimidico. Através
deste unico deslocamento, € possivel sugerir que houve a formacdo da molécula
pretendida. Ainda, é possivel observar que os hidrogénios aromaticos H; e Hz também
se deslocaram na presenca do grupo nitro, comparados com o grupo amino. Os
deslocamentos quimicos e as multiplicidades deste intermediario estdo demonstrados na
Tabela 4.

6.2.1.2 Sintese dos intermediarios acido 3- e 4-acetoxibenzbico

A estratégia utilizada para a sintese dos intermediarios acido 3- e 4-
acetoxibenzdico foi inicialmente a reacdo entre o acido 3- e 4-hidroxibenzbico e o
anidrido acético. O mecanismo proposto para esta reacao esta representado no Esquema
4. A reacdo de acetilacdo ocorre, inicialmente, através do ataque nucleofilico da
hidroxila fendlica ao carbono carbonilico do anidrido acético, seguido da elimina¢do do
acido acético (sub produto da reacéo).
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Esquema 4 - Mecanismo proposto para a acetilagdo dos derivados do é&cido
hidroxibenzdico.
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No espectro de RMN de *H do &cido 3-acetoxibenzéico (Figura 14) é possivel
observar um deslocamento quimico na forma de um simpleto em & 2,29, integrando
para trés hidrogénios, referente aos hidrogénios do grupo metila ligado ao carbono 10.
Através deste Gnico deslocamento no espectro de RMN de ‘H, é possivel inferir que
houve a formacdo da molécula desejada. Além disso, os quatro hidrogénios aromaticos
podem ser observados em quatro deslocamentos diferentes: para o H;, um deslocamento
na forma de tripleto em & 7,54; para o H,, um multipleto 6 7,42-7,35; para 0 Hy, um
singleto em 6 7,66; e por fim, para 0 Hg um dupleto em 6 7,83.

Para o outro intermediario &cido 4-acetoxibenzoico, também é possivel observar
um deslocamento quimico na forma de um simpleto em 6 2,29, integrando para trés
hidrogénios, referente aos hidrogénios do grupo metila ligado ao carbono 10 (Figura
15). Ainda, observam-se dois deslocamentos em forma de dupleto integrando para dois
hidrogénios em 6 7,26 e & 7,98 referentes, respectivamente, aos hidrogénios simétricos
Hi.e H3; e, Hs e He.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades destes intermediarios estdo
demonstrados na Tabela 5.
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6.2.2 Sintese dos compostos finais

A estratégia utilizada para a sintese dos compostos finais foi inicialmente a
cloragdo dos derivados do &cido benzdico para que, posteriormente, fossem reagidos
com o intermediario 4-aminoftalimida para a formagdo das amidas.

O mecanismo proposto para a obtencdo dos cloretos de acila esta representado
no Esquema 5. Inicialmente, ocorre um ataque nucleofilico entre o oxigénio da hidroxila
do acido carboxilico e o enxofre do sulfoxido, removendo um ion cloreto. Em seguida,
ocorre a desprotonacio, sendo o H* liberado no meio. O ion cloreto realiza um ataque
nucleofilico ao carbono carbonilico ocasionando na remocdo de um bom grupo
abandonador, e resultando no produto cloreto de acila.

Esquema 5 - Mecanismo proposto da cloracdo dos derivados do acido benzoico com
cloreto de tionila
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Fonte: adaptado de (CLAYDEN et al., 2001)

A sintese para a formacgéo da amida do produto final € realizada através de uma
reacdo de substituicdo nucleofilica acilica. O mecanismo proposto para esta reacao esta
ilustrado no Esquema 6. Inicialmente, ocorre um ataque nucleofilico do par de elétrons
livres do nitrogénio ao carbono carbonilico hibridizado em sp?, desfazendo a dupla
ligacdo com o oxigénio. Ao reestabelecer a dupla ligacdo com o aomo de carbono,
ocorre a remocao de um ion cloreto. Este mesmo ion, atuando como base, pode capturar
um hidrogénio do nitrogénio amidico que estd com carga positiva, formando o
composto final planejado.
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Esquema 6 — Mecanismo proposto para a sintese dos compostos finais
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Fonte: adaptado de (CLAYDEN et al., 2001)

6.2.2.1 Sintese do composto final N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il) benzamida (1)

Inicialmente, foi obtido o cloreto de benzoila através da reacdo entre o acido
benzoico e o cloreto de tionila. A reacdo foi acompanhada por CCD até observar
consumo total do acido benzoico. O cloreto de benzoila foi entdo reagido com o
intermediario 4-aminoftalimida através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica
acilica. A molécula foi caracterizada por IV, RMN de *H, *C, HSQC e HMBC.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 16) podem ser observadas duas
bandas de absorcdo em 1764,8 e 1728,2 cm-1 que correspondem as deformacdes axiais
assimétricas e simétricas das carbonilas do sistema imidico da ftalimida. Observa-se
ainda a presenca da deformacao axial N-H da amida em 3209,5 cm-1.

A anlise do espectro de RMN *H do composto final | (Figura 17) permitiu
observar o simpleto da amida formada em & 10,8 ppm integrando para um hidrogénio.
Os hidrogénios do anel aromatico ftalimidico Hi, Hs e Hg apresentam-se bastante
definidos com deslocamentos quimicos em 6 8,15, 6 8,34 e 6 7,83, respectivamente. O
dupleto com integracdo para dois hidrogénios em & 7,99 foi atribuido aos dois
hidrogénios do anel aromético benzoico (Hiz e Hi;7). Ainda, o duplo tripleto com
integracdo para trés hidrogénios em 8 7,61 foi atribuido aos trés hidrogénios do outro
anel aromatico (Hi4, His € Hie).
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No espectro de RMN *3C do composto final | (Figura 18) observa-se o sinal &
166,28 referente ao carbono carbonilico da amida formada (C;). Os carbonos
carbonilicos da imida da ftalimida sdo observados em 6 169,09 e & 168,93 referentes aos
carbonos Cy e Cg respectivamente.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades deste composto final estdo
demonstrados na Tabela 10.

6.2.2.2 Sintese dos compostos finais 2-((1,3-dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil
acetato (1), 3-((1,3-dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil acetato (I11) e 4-((1,3-
dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil acetato (V)

A sintese dos compostos finais Il, 111 e IV consistiu na cloragdo do &cido
acetilsalicilico, 3- e 4-acetoxibenzoico, respectivamente, com o cloreto de tionila. A
reacdo foi acompanhada por CCD. O respectivo cloreto de acila foi entdo reagido com o
intermediario 4-aminoftalimida através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica
acilica. A molécula foi caracterizada por 1V, RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC. A
Tabela 6 apresenta informacdes acerca do rendimento reacional e das informacdes
quimicas da molécula Il e IV.

Nos espectro na regido do infravermelho dos compostos Il (Figura 23) e IV
(Figura 28), podem ser observadas as deformacdes axiais assimétricas de CHj do
grupamento acetil em 1490,9 e 1435 cm™, respectivamente. As bandas 1365,6 e 1367,5
cm™ correspondem as deformacdes axiais simétricas de CH3 dos compostos Il e 1V,
respectivamente. A deformacao axial C(=0)-O corresponde a banda 1242,1 cm™ para o
composto 111, e 1211,3 cm™ para o composto 1V. As duas bandas de absorgdo em 1761 e
1735,9 cm™ correspondem as deformacdes axiais assimétricas e simétricas das
carbonilas do sistema imidico da ftalimida do composto I1I; para o composto 1V, estas
deformacdes estdo representadas nas bandas 1757,1 e 1734 cm™.

A anélise dos espectros de RMN *H dos compostos finais II, 111 e IV (Figura 21,
Figura 24 e Figura 29) permitiu observar os simpletos das amidas formadas em 6 10,80,
10,82 e 10,81, respectivamente. Além disso, foi possivel observar um simpleto
integrando para trés hidrogénios referentes aos hidrogénios da metila, com
deslocamento em 6 2,24, 2,32 e 2,31 respectivamente. O hidrogénio ftalimidico H;
apresentou o mesmo deslocamento quimico para os compostos Il e IV em & 8,13,
integrando para um hidrogénio. Os outros dois hidrogénios ftalimidicos Hz e Hs do
composto |11 apresentaram deslocamentos 6 8,31 e & 7,83, respectivamente. Os tripletos
com deslocamento & 7,62 e 6 7,74, integrando um hidrogénio cada, foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos Hi4 e Hy7, deste mesmo composto. Para o composto 1V, foram
observados deslocamentos em 6 8,32 ¢ 6 7,82 para 0s dois hidrogénios ftalimidicos Hs e
Hs. Os duplos dupletos com deslocamentos em 6 8,04 ¢ 6 7,33 foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos simétricos His/H7 e Hi4/Hy6 respectivamente.
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Nos espectros de RMN *3C dos compostos finais II, 11l e IV (Figura 22, Figura
25 e Figura 30) observam-se os sinais ¢ 165,65, 165,18 e 165,51 referentes ao carbono
carbonilico da amida formada (Ci1) dos respectivos compostos. Os carbonos da metila
dos compostos II, 111 e IV sdo observados em 6 20,90, 20,87 e 20,92, respectivamente.
Os carbonos carbonilicos da imida da ftalimida sdo observados em 6 169,04 ¢ 6 168,9
referentes aos carbonos C; e Cg respectivamente do composto I1; e 6 169,05 e 6 168,9
referentes aos carbonos C; e Cg respectivamente do composto Il1; e 6 169,01 e 6 168,92
referentes aos carbonos Cy e Cg respectivamente do composto V.

Através do mapa de correlagdo heteronuclear HSQC dos compostos Il (Figura
26), € possivel observar a correlagdo direta entre os hidrogénios ftalimidicos & 8,13, &
8,31 e 0 7,83 com seus respectivos carbonos 6 124,57, & 113,85 e 6 124,0. O mesmo ¢
observado na Figura 31 para o composto 1V, em que os hidrogénios 6 8,13, 6 8,32 ¢ 6
7,82 correlacionam-se com os carbonos 6 124,45, 6 113,72 ¢ 6 124,01.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades destes compostos finais estdo
demonstrados na Tabela 10.

6.2.2.3 Sintese dos compostos finais N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-2-hidroxibenzamida
(V), N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-3-hidroxibenzamida (V1) e N-(1,3-dioxoisoindolin-5-
il)-4-hidroxibenzamida (VII)

A sintese dos compostos finais V, VI e VII consistiu na hidrélise acida do
grupamento acetoxi dos compostos I, Il e IV, respectivamente. Os compostos
precipitaram no meio reacional e foram filtrados e caracterizados por RMN de *H, **C,
HSQC e HMBC. A Tabela 6 apresenta informacdes acerca do rendimento reacional e
das informac6es quimicas da molécula V1 e VII.

Nos espectro na regido do infravermelho do compostos VI (Figura 35) e VII
(Figura 40) observam-se as deformacBes axiais de O-H em ligacdo hidrogénio
intermolecular em 3342,6 e 3217,2 cm™, respectivamente. As vibracdes de deformacéo
angular de O-H ocorrem em 1494,8 e 1373,3 cm™ para 0 composto VI; e, 1435 e 1325,1
cm™ para o composto VII. As duas bandas de absorcdo em 1780,3 e 1741,7 cm™
correspondem as deformaces axiais assimétricas e simétricas das carbonilas do sistema
imidico da ftalimida do composto VI; para o composto VII, estas deformagdes estdo
representadas nas bandas 1764,8 e 1722,4 cm™.

A analise dos espectros de RMN *H dos compostos finais V, VI e VII (Figura
33Figura 36Figura 41) permitiu observar os simpletos das amidas formadas em 6 10,84,
10,71 e 10,52, respectivamente. Além disso, foi possivel observar um singleto
integrando para um hidrogénio referente ao hidrogénio da hidroxila, com deslocamento
em & 9,84 ¢ & 10,23 respectivamente para 0os compostos VI e VII. Os hidrogénios
ftalimidicos H;, H3 e Hg do composto VI apresentaram deslocamentos 6 8,13, 6 8,32 ¢
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7,81 respectivamente; para o composto VIl estes hidrogénios apresentaram
deslocamentos semelhantes em 6 8,12, 6 8,31 ¢ 7,79. Para o composto VI, o multipleto
com deslocamento 6 7,38 foi atribuido aos hidrogénios aromaticos His, His € Hy7. O
duplo duplo dupleto com deslocamento em & 7,01 foi atribuido ao hidrogénio aromatico
His deste mesmo composto. Para o composto VII, o duplo dupleto com deslocamento
em & 7,89 foi atribuido aos hidrogénios aromaticos simétricos Hiz e Hi7; o duplo
dupleto com deslocamento em & 6,89 foi atribuido aos hidrogénios aromaticos
simétricos Hy4 e Hie.

Nos espectros de RMN **C dos compostos finais V, VI e VII (Figura 34, Figura
37 eFigura 42), observam-se os sinais 6 166,67, 166,28 e 165,72 referentes ao carbono
carbonilico da amida formada (C;1) dos respectivos compostos. O carbono C16 do
composto VI encontra-se mais desprotegido em relacdo ao composto Ill (grupamento
acetoxi) devido ao efeito eletronico do oxigénio, com deslocamento & 157,48. O
carbono C15 do composto VII também encontra-se mais desprotegido em relacdo ao
composto 1V, pelo mesmo motivo com deslocamento & 161,12. Os carbonos
carbonilicos da imida da ftalimida s3o observados em 6 169,11 e 6 168,94 referentes aos
carbonos C; e Cg respectivamente do composto VI; e 6 169,16 e & 168,98 referentes aos
carbonos C; e Cg respectivamente do composto VII.

Os carbonos Cy4 € C17 do composto VI foram distinguidos através do mapa de
correlacdo HMBC (Figura 39). Observa-se que o carbono & 114,67 correlaciona-se com
os hidrogénios § 7,01 (His) & 7,37-7,34 (Hs € Hi7) e § 9,84 (Hyg), sendo este atribuido
ao carbono Ci4. O carbono 6 118,43 correlaciona-se com os hidrogénios 6 7,01 (Hjs) € 6
7,37-7,34 (Hi4 € Hy7), sendo este atribuido ao carbono Ci7, Por fim, o carbono & 129,65
foi atribuido ao carbono Ci3 através da correlagdo com o hidrogénio do multipleto &
7,42-7,40 no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 43)

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades destes compostos finais estdo
demonstrados na Tabela 11.

6.2.2.4 Sintese dos compostos 3-ciano-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il) benzamida (VII1) e
4-ciano-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il) benzamida (1X)

A sintese dos compostos finais VIII e IX consistiu na cloracdo do acido 3- ou 4-
cianobenzoico usando o cloreto de tionila. A reacdo foi acompanhada por CCD até
observar consumo total do respectivo acido cianobenzoico. O respectivo cloreto de
acila, cloreto de 3- ou 4-cianobenzoila foi entdo reagido com o intermediario 4-
aminoftalimida através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica acilica. A molécula
foi caracterizada por 1V, RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC. A Tabela 7 apresenta
informacdes acerca do rendimento reacional e das informagdes quimicas da molécula
IXeX.
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Nos espectro na regido do infravermelho dos compostos VIII (Figura 45) e IX
(Figura 49) observam-se as deformagdes axiais da ligacdo tripla referente a nitrila em
2233,5 cm™. As duas bandas de absorcdo em 1772,5 e 1749,4 cm™ correspondem as
deformagbes axiais assimétricas e simétricas das carbonilas do sistema imidico da
ftalimida do composto VIII; para o composto X, estas deformagdes estéo representadas
nas bandas 1772,5 e 1747,5 cm™.

A anélise dos espectros de RMN *H dos compostos finais VII1 e IX (Figura 46 e
51) permitiu observar os simpletos das amidas formadas em & 10,93 e & 10,99,
respectivamente. Os hidrogénios ftalimidicos H; Hs e Hg do composto VIII
apresentaram deslocamentos & 8,10-8,12, 6 8,3 e & 7,84, respectivamente. Os
hidrogénios aromaticos His, His, His € Hiz deste mesmo composto, apresentaram
deslocamentos quimicos em 6 8,27, 6 8,10-8,12, 6 7,79 e 6 8,45 respectivamente. Para o
composto IX, Os hidrogénios ftalimidicos H;, H3 e Hg apresentaram deslocamentos em &
8,11, 8 8,30 e 6 7,84, respectivamente. Os hidrogénios aromaticos simetricos His/Hi7 e
Hi4/H16, correspondem ao duplo dupleto com deslocamentos em & 8,13 e & 8,006,
respectivamente.

Nos espectros de RMN *C dos compostos finais VIII e IX (Figura 47 e 52),
observam-se os sinais 6 164,39 e & 164,90 referentes ao carbono carbonilico da amida
formada (Ci1) dos respectivos compostos. O carbono Cig apresentou-se mais protegido
devido ao efeito eletrénico do grupo nitrila, com deslocamento de 6 111,66 no
composto VIII, e 6 114,32 no composto IX. Os carbonos carbonilicos da imida da
ftalimida do composto VIII sdo observados em & 169,01 e & 168,87 referentes aos
carbonos C; e Cg; e & 169,00 ¢ 6 168,86 referentes aos carbonos C; e Cg
respectivamente do composto IX.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades destes compostos finais estdo
demonstrados na Tabela 12.
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6.2.2.5 Sintese do N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-4-nitrobenzamida (X)

O cloreto 4-nitrobenzoila foi obtido através da reacdo entre o acido 4-
bromobenzoico e o cloreto de tionila. A reacdo foi acompanhada por CCD até observar
consumo total do acido 4-nitrobenzoico. O cloreto 4-nitrobenzoico foi entdo reagido
com o intermediario 4-aminoftalimida através de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica acilica. A molécula foi caracterizada por 1V, RMN de *H, **C, HSQC e
HMBC. A Tabela 8 apresenta informagbes acerca do rendimento reacional e das
informagdes quimicas da molécula X.

No espectro na regido do infravermelho do composto X (Figura 55) observa-se a
deformacéo axial (N=0), assimétrica em 1494,8 cm™, e simétrica em 1328,9 cm™. A
vibracdo da deformacéo axial C-N (C-NO,) ocorre em 848,6 cm™. As duas bandas de
absorcdo em 1764,8 e 1718,5 cm™ correspondem as deformacdes axiais assimétricas e
simetricas das carbonilas do sistema imidico da ftalimida.

A analise do espectro de RMN *H do composto final X (Figura 56) permitiu
observar os hidrogénios ftalimidicos H; Hs e Hg apresentaram deslocamentos 6 8,13, 6
8,32 e 6 7,86, respectivamente. Os hidrogénios aromaticos simétricos His/Hi7 € Hia/Hig
apresentaram deslocamentos quimicos em o6 8,22 e & 8,41 respectivamente.
Observaram-se 0s hidrogénios aromaticos simétricos His/His mais desprotegidos,
devido ao efeito eletrdnico do grupamento nitro.

No espectro de RMN *C do composto final X (Figura 57), observa-se o sinal &
164,71 referente ao carbono carbonilico da amida formada (C;;). Os carbonos
carbonilicos da imida da ftalimida sdo observados em 6 169,06 e 6 168,92 referentes aos
carbonos C; e Cg respectivamente.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades deste composto final estdo
demonstrados na Tabela 13.

6.2.2.6 Sintese do 4-amino-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)benzamida (XI)

O composto final X1 foi obtido através de uma reacao de reducdo do grupamento
nitro aromatico do composto X, com ferro e cloreto de aménio. A reacdo foi
acompanhada por CCD até observar o completo consumo do composto X. A molécula
foi caracterizada por 1V, RMN de 'H, *C, HSQC e HMBC. A Tabela 8 apresenta
informacGes acerca do rendimento reacional e das informacdes quimicas da molécula
XI.

A anélise do espectro de RMN *H do composto final XI (Figura 60) permitiu
observar os simpletos dos hidrogénios Hy e Hjo das amidas formadas em 6 11,20 e
10,32, respectivamente. Os hidrogénios ftalimidicos Hi, Hs e Hs do composto XI
apresentaram deslocamentos 6 8,09, 6 8,3 e & 7,77, respectivamente. Os hidrogénios
aromaticos simétricos His/Hi;; e His/His correspondem aos duplo-dupletos com
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deslocamentos quimicos em o 7,75 e 8 6,63 respectivamente. O hidrogénio aminico Hig
apresentou deslocamento quimico em & 5,88.

No espectro de RMN **C do composto final XI (Figura 61) observa-se o sinal &
164,71 referente ao carbono carbonilico da amida formada (Ci;). Os carbonos
carbonilicos da imida da ftalimida sdo observados em 6 169,06 e & 168,92 referentes aos
carbonos Cy e Cg respectivamente.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades deste composto final estdo
demonstrados na Tabela 13.

6.2.2.7 Sintese do 4-bromo-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)benzamida (XII)

Inicialmente, foi obtido o cloreto 4-bromobenzoila através da reacdo entre o
acido 4-bromobenzoico e o cloreto de tionila. A reacdo foi acompanhada por CCD até
observar consumo total do &cido 4-bromobenzoico. O cloreto 4-bromobenzoila foi entéo
reagido com o intermediario 4-aminoftalimida através de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica acilica. A molécula foi caracterizada por 1V, RMN de *H, **C, HSQC e
HMBC. A Tabela 8 apresenta informacbes acerca do rendimento reacional e das
informacGes quimicas da molécula XI1.

No espectro na regido do infravermelho do composto XII (Figura 64) observa-se
a deformacédo angular simétrica fora do plano C-H presente no grupamento CH,Br em
1323,1 cm™. A vibracio da deformacdo axial C-Br ocorre em 542 cm™. As duas bandas
de absorcdo em 1772,5 e 1714,7 cm™ correspondem as deformacdes axiais assimétricas
e simétricas das carbonilas do sistema imidico da ftalimida.

A analise do espectro de RMN *H do composto final XII (Figura 65) permitiu
observar os simpletos dos hidrogénios Hg e Hio das amidas formadas em & 11,26 e
10,83, respectivamente. Observa-se a presenca dos hidrogénios ftalimidicos Hy, Hs e Hg
com deslocamentos quimicos em 6 8,11, & 8,3 e & 7,82, respectivamente. O duplo
dupleto com integracdo para dois hidrogénios em & 7,93 foi atribuido aos dois
hidrogénios simétricos do anel aromatico (Hiz e Hi7). O outro duplo dupleto com
integracdo para dois hidrogénios foi atribuido aos dois hidrogénios simétricos do anel
aromatico (His e Hig) com deslocamento em & 7,78, apresentando-Se mais protegido
devido ao efeito eletrénico do bromo.

No espectro de RMN **C do composto final X1 (Figura 66) observa-se o sinal &
165,72 referente ao carbono carbonilico da amida formada (Ci;). Os carbonos
carbonilicos da imida da ftalimida sdo observados em 6 169,49 e 6 169,34 referentes aos
carbonos C; e Cg respectivamente.

Os deslocamentos quimicos e as multiplicidades deste composto final estdo
demonstrados na Tabela 13.



64

6.3 ENSAIO DE INIBICAO ENZIMATICA DE BRD-3 (BD1)

A inibicdo enzimatica dos compostos planejados frente ao BRD3 (BD1) foi
realizado pelo método TR-FRET. Os valores de inibigdo, testados a 100 pM, obtidos
dos doze compostos otimizados, assim como do fragmento 4-aminoftalimida (AMF)
estdo apresentados no gréafico da Figura 10.

Com base nos resultados obtidos pelo teste de inibicdo enzimatica, foi possivel
observar que oito dos doze compostos avaliados apresentaram porcentagem de inibigéo
superior ao fragmento otimizado (AMF). Nota-se que, a presenca de substituintes no
anel aromatico benzamida é importante para a inibi¢cdo do BRD-3 (BD1).

Os substituintes do anel aromético benzamida na posi¢do para (1V, VII e IX)
demonstraram ser o melhor padrdo de substituicdo em relagéo a posicdo meta (I11, VI e
VIII) e orto (I e V). Justifica-se o baixo valor de inibicdo apresentado pelo composto
I11 devido ao impedimento estérico do grupamento acetil. Nao foi possivel determinar
uma relacdo entre os efeitos eletrénicos dos substituintes com a atividade de inibicéo
enzimatica.

A substituicdo em para com uma amina (XI), demostrou-se melhor do que o
grupamento nitro nesta mesma posicdo (X). Nos estudos de modelagem molecular,
observou-se a interacdo de um dos hidrogénios com o residuo de glutamina-61, sendo
este importante para a interacdo no sitio do BRD-3. Possivelmente este ganho na
inibicdo, deve-se a interacdo adicional com este residuo.

O composto IX substituido com um grupamento nitrila em para obteve o maior
valor de inibicdo enzimatica com 80%. Quando testado a uma concentracdo de 50 UM,
este mesmo composto obteve 42% de inibicdo em BRD-3.

6.4 AVALIACAO DA INDUCAO DE GAMA-GLOBINA EM CELULAS K562

A linhagem celular K562 foi inicialmente isolada de um paciente com leucemia
mieldide cronica, e desde entdo tem sido utilizada como modelo para estudos de
diferenciacdo eritroide e regulacdo da expressdo do gene de gama-globina. Esta
linhagem possui um consideravel grau de plasticidade, o qual permite sua diferenciacao
em células eritrdides, quando submetida a diferentes agentes quimicos, com producédo
de hemoglobina fetal (BIANCHI et al., 2001).

O composto IX apresentou-se como 0 mais promissor em relacdo aos demais
testados no teste de inibicdo enzimatica e, portanto, prosseguiu-se com este composto
para a avaliacdo da inducdo de gama-globina utilizando como modelo a linhagem
celular K562.
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Apobs 24 horas de tratamento, o composto IX foi capaz de induzir aumento nos
niveis de expressdo génica de gama-globina, quando comparado com os valores de
inducdo pela hidroxiuréia no mesmo tempo de tratamento. A inducdo nos tempos 48, 72
e 96 horas ndo foram satisfatorios quando comparados com a hidroxiuréia. Apesar,
deste aparente resultado promissor, cabe destacar que uma das limitagdes envolve o
nimero de experimentos (n = 1), sendo portanto, necessario maior repeticdo
experimental destes dados a fim de confirmar o potencial do composto na indugdo da
expressdo génica de gama-globina.

7 CONCLUSAO
A partir dos dados obtidos até o0 momento, é possivel concluir que:

e Dados in silico, sugerem que os derivados ftalimidicos interagem com o sitio
ativo do BRD-3 (D1), sendo que os melhores compostos apresentaram valores
de docking score entre -10,357 kcal/mol e -7,152 kcal/mol.

e Através dos estudos de modelagem molecular foram observadas interacdes entre
os melhores compostos e os trés residuos adicionais do sitio ativo do BRD-3
(D1): triptofano-57, glutamina-61 e prolina-58.

e Foram obtidos doze compostos propostos a partir das metodologias
desenvolvidas, e foram identificados e caracterizados por técnicas
espectromeétricas adequadas, com rendimentos reacionais entre 17 e 86%.

e Através do ensaio de inibicdo enzimatica de BRD-3 (D1) foi possivel identificar
gue 0s compostos sintetizados apresentaram atividade de inibi¢do da proteina de
até 80%.

e O composto IX na concentracdo de 100 UM inibiu 80% da atividade enzimatica.

e O composto IX parece aumentar 0s niveis de expressdo génica de gama-globina
apos 24 horas de tratamento em linhagem celular K562.
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9 APENDICE

9.1 Obtengdo do intermediario 4-aminoftalimida

Esquema 7 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario 4-aminoftalimida

0
NH —2a) » NH
O2N HoN
o O

(1) ()
a) Fe, NH,CI, MeOH, 60°C, 1h

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL, adicionou-se 87,1 mg de ferro (1,55
mmol) e a solugdo de cloreto de aménio (140 mg, 2,61 mmol em 6 mL de agua
destilada). Separadamente, foi preparada uma solucdo metandlica (1,7 mL) com o 4-
nitroftalimida. Posteriormente, esta solucdo foi adicionada ao meio reacional. A reagédo

foi mantida sob agitacéo e refluxo 60°C por 1 hora.

Apds esse tempo, a mistura reacional foi filtrada em Celite® (Terra diatomacea)
com metanol. Em seguida, o metanol foi retirado sob pressdo reduzida, e o produto
precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com &gua destilada. O intermediario 4-
aminoftalimida foi obtido como um s6lido amarelo, com faixa de fuséo entre 289-291°C

e rendimento de 65%.
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Caracterizacao estrutural:

6 O
1 5 A8

NH 9
2N 2 s '
(0]

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3442,9 (v. NH,); 3358 (us NH,); 3238,4 (v N-
Naromatico); 748,3 (0 C-N imida); 643,3 (6s NH>).

RMN *H NMR (300 MHz; DMSO-d6) & 10.72 (s, 1H), 7.43 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 6.86
(d, J=1.9Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H), 6.40 (s, 3H) ppm.

9.2 Obtencdo do intermediario cloreto de benzoila

Esquema 8 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario cloreto de benzoila

O 0

©)\0H a) ©)J\CI

(3) (4)
a) SOCl, DMF, 75°C, 1h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 100 mg de é&cido
benzoico (0,81 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A reacao foi
mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacédo, o cloreto de tionila
foi retirado sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido de cor branca. O produto obtido

foi utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacao prévia.
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9.3 Obtencdo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il) benzamida

Esquema 9 — Etapa sintética para obtencdo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)
benzamida

O
O 0 o
[)ilé a) NH
NH 4 Cl —» N
o
(2) 4) O]

a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 131,3 mg do intermediario 4-aminoftalimida (0,81 mmol) em banho de
gelo e agitacdo constante. Solubilizou-se o cloreto de benzoila (115,1 mg; 0,81 mmol)
em 1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A reacgdo foi

mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, adicionou-se 30 mL de agua destilada gelada, e o precipitado
foi filtrado a vacuo para a obtencdo de um solido de cor branca, com faixa de fusdo
entre 314-318°C e rendimento de 42%.

Caracterizacdo estrutural:

6 O
5 s
o !
13 NH @
14 1TN"2 4 7
12 H 3
15 17 10

16

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3209,5 (v N-Hamiga); 1764,8 e 1728,2 (L C=0
imida); 1666, 1614 e 1541 (U C:Caromético); 746,4 (6 C'N imida).
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RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.26 (s, 1H), 10.79 (s, 1H), 8.33 (d, J = 1.5
Hz, 1H), 8.14 (dd, J = 8.2, 1.6 Hz, 1H), 7.98 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.82 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.64 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.57 (t, J = 7.6 Hz, 2H). ppm.

RMN *C NMR (75 MHz; DMSO-d6) 5 169.09, 168.93, 166.28, 144.71, 134.31,
133.99, 132.17, 128.58, 127.91, 126.88, 124.46, 124.00, 113.74 ppm.

9.4 Obtencdo do intermediario &cido 3-acetoxibenzdico

Esquema 10 - Etapa sintética para obtencdo do intermediario acido 3-acetoxibenzdico

O O
OH a) OH

—_—

OH O\fo
(6) (7)
a) Ac,0, NaOH, H,0, t.a., 16h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 1,5 de agua
destilada, 115,2 mg de hidroxido de sodio (2,88 mmol) e 200 mg de acido 3-
hidroxibenzédico (1,44 mmol) em banho de gelo. Apds 10 minutos, adicionou-se 315 pL
de anidrido acético (3,33 mmol). A reacdo foi mantida sob temperatura ambiente por 16

horas.



75

Para o isolamento, o produto precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua
destilada gelada para a obtengdo de um sélido de cor branca, com faixa de fusdo entre
131-134°C e rendimento de 65%.

Caracterizacao estrutural:

10

RMN *H NMR (300 MHz; DMSO-d6) 6 13.21 (s, 1H), 7.83 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.66
(s, 1H), 7.54 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.42 — 7.35 (m, 1H) ppm.
10.5 Obtencdo do intermediario cloreto 3-acetoxibenzoila

Esquema 11 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario cloreto 3-acetoxibenzoila

O 0]
OH Cl

a) SOCl, DMF, 75°C, 1h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 100 mg de acido 3-
acetoxibenzdico (0,55 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacéo, o cloreto
de tionila foi retirado sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido amarelo. O produto

obtido foi utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.
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9.6 Obtencdo do composto 3-((1,3-dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil acetato

Esquema 12 - Etapa sintética para obtencdo do composto 3-((1,3-dioxoisoindolin-5-
il)carbamoil)fenil acetato

(2) (8) (©)
a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 84,8 mg do intermediario 4-aminoftalimida (0,55 mmol) em banho de gelo
e agitacdo constante. Solubilizou-se o cloreto 3-acetoxibenzoila (110 mg; 0,55 mmol)
em 1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A reacdo foi

mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, foram adicionados 30 mL de acetato de etila, e a fase
organica foi extraida com &gua destilada (3 x 15 mL). O produto precipitou na fase
organica e foi realizada uma filtracdo simples para a obtencdo de um sélido de cor

amarela, com faixa de fusdo entre 201-206°C e rendimento de 82%.
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Caracterizacao estrutural:

6 O
5 s
o !
13 NH 9
14 11N"2 4 7
12 H 3
15 17 10

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3207,6 (U N-Hamida); 1770,6 (0 C=0 eger); 1761
e 1735,9 (L C=0 imida); 1668, 1612 e 1585 (v C=Caromatico); 1490,9 (82 CH3); 1365,6 (ds
CH3), 1242,1 (U C(=O)-O acetato); 1195,8 (Ua O-C:C), 746,4 (8 C'N |m|da)

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.27 (s, 1H), 10.82 (s, 1H), 8.31 (d, J=1.7
Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.92 — 7.88 (m, 1H), 7.83 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.74 (t, J=2.0 Hz, 1H), 7.62 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 7.42 (ddd, J = 8.1, 2.3, 0.9 Hz, 1H),
2.32 (s, 3H) ppm.

RMN C NMR (75 MHz; DMSO-d6) & 169.23, 169.05, 168.90, 150.49, 144.48,
135.67, 133.98, 129.80, 127.05, 125.81, 125.34, 124.57, 124.00, 121.35, 113.85, 20.87

ppm.

9.7 Obtencdo do intermedidrio acido 4-acetoxibenzdico

Esquema 13 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario &cido 4-acetoxibenzdico

o) O
/@)koH i, /©)J\OH
HO o
o)\
(10) (11)
a) Ac,0, NaOH, H,0, t.a., 16h.

Fonte: proprio autor
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Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 1,5 de agua
destilada, 115,2 mg de hidréxido de sodio (2,88 mmol) e 200 mg de acido 4-
hidroxibenzéico (1,44 mmol) em banho de gelo. Apds 10 minutos, adicionou-se 315 pL
de anidrido acético (3,33 mmol). A reagdo foi mantida sob temperatura ambiente por 16
horas.

Para o isolamento, o produto precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua
destilada gelada para a obtengdo de um sélido de cor branca, com faixa de fusdo entre
190-194°C e rendimento de 82%.

Caracterizacao estrutural:

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 13.06 (s, 1H), 7.98 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 7.26
(d, J=8.8 Hz, 1H), 2.29 (s, 1H) ppm.

9.8 Obtencao do intermediério cloreto 4-acetoxibenzoila

Esquema 14 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario cloreto 4-acetoxibenzoila

0 )
0 /©)\0H a) 0 /©)J\CI
)J\o - )J\o
(11) (12)
a) SOCl, DMF, 75°C, 1h.

Fonte: proprio autor
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Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 100 mg de é&cido 4-
acetoxibenzdico (0,55 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacéo, o cloreto
de tionila foi retirado sob pressdo reduzida e obteve-se um sdlido amarelo. O produto
obtido foi utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.

9.9 Obtencdo do composto 4-((1,3-dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil acetato

Esquema 15 — Etapa sintética para obtencdo do composto 4-((1,3-dioxoisoindolin-5-
il)carbamoil)fenil acetato

O
O o o
a) NH
NH 4 )?\ Ccl = » o N
H2N H (@)
Y o A
(2) (12) (13)
a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 89,1 mg do intermediario 4-aminoftalimida (0,55 mmol) em banho de gelo
e agitacdo constante. Solubilizou-se o cloreto 4-acetoxibenzoila (110 mg; 0,55 mmol)
em 1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A reacdo foi

mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, foram adicionados 30 mL de acetato de etila, e a fase
organica foi extraida com agua destilada (3 x 15 mL). O produto precipitou na fase
organica e foi realizada uma filtracdo simples para a obtencdo de um solido de cor

amarela, com faixa de fusdo entre 195-198°C e rendimento de 60%.
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Caracterizacao estrutural:

6 O
o e
13 NH 9
14
11 2 4 W
)?\ 12 ” 3
18°0715 17 10

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3221,1 (b N-Hamiga); 1770,6 (0 C=0 eger); 1757
e 1734 (v C=0 imida); 1670, 1614 e 1546 (v C=Cauromatico); 1435 (82 CHs); 1367,5 (ds
CHs3); 1211,3 (v C(=0)-0 acetato); 1193,9 (va O-C=C); 754,1 (& C-N imida)-

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.26 (s, 1H), 10.81 (s, 1H), 8.32 (d, ] = 1.6
Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 8.03 (dd, J = 8.8 Hz, 1H), 7.82 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.33 (dd, J = 8.8 Hz, 1H), 2.31 (s, 2H) ppm.

RMN *C NMR (75 MHz; DMSO-d6) § 169.08, 169.01, 168.92, 153.33, 144.65,
133.99, 131.83, 129.50, 126.91, 124.45, 124.01, 122.06, 113.72, 20.92 ppm.

9.10 Obtencédo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-3-hidroxibenzamida

Esquema 16 — Etapa sintética para obtencdo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-
3-hidroxibenzamida

O @]

(0]

NH Q NH

/[I:é a)

N - N
@ e H : io
e >

(9 (14)

a) THF, HCI, 60°C, 16h.

Fonte: proprio autor
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Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 5 mL de
tetrahidrofurano e 100 mg do composto 3-((1,3-dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil
acetato. Apos, adicionou-se 0,5 mL de solucdo de &cido cloridrico a 10%. A reacédo foi
mantida a 60°C por 16 horas.

Para o isolamento, o produto precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com &gua
destilada gelada para a obtengcdo de um sélido de cor branca, com faixa de fusdo entre
245-251°C e rendimento de 86%.

Caracterizacao estrutural:

6 @]
5 s
o !
13 NH ©
14 TN 2 4 Y7
12 3
15 7 10

OH
18

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3215,3 (b N-Hamiga); 3342,6 (0 O-H meta);
1780,3 e 1741,7 (L C=0 imida); 1666, 1608 e 1585,4 (L C=Caromatico); 1494,8 € 1373,3 (3
O-H meta); 1276,8 (v C-0); 744,5 (8 C-N imida).

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.24 (s, 1H), 10.71 (s, 1H), 9.84 (s, 1H),
8.32 (d, J= 1.7 Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.44 —
7.32 (m, 3H), 7.01 (ddd, J = 8.0, 2.5, 1.0 Hz, 1H) ppm.

RMN C NMR (75 MHz; DMSO-d6) 6 169.11, 168.94, 166.28, 157.48, 144.75,
135.71, 133.98, 129.65, 126.81, 124.43, 123.97, 119.10, 118.43, 114.67, 113.72 ppm.
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9.11 Obtengéo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-4-hidroxibenzamida

Esquema 17 — Etapa sintética para obtencdo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-
4-hidroxibenzamida

O O
Q NH a) Q NH
o) N — N
N " 0 H 0
O HO

(13) (15)
a) THF, HCl, 60°C, 16h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 5 mL de
tetrahidrofurano e 100 mg do composto 4-((1,3-dioxoisoindolin-5-il)carbamoil)fenil
acetato. Apos, adicionou-se 0,5 mL de solucdo de &cido cloridrico a 10%. A reacgdo foi

mantida a 60°C por 16 horas.

Para o isolamento, o produto precipitado foi filtrado a vacuo e lavado com agua
destilada gelada para a obtencdo de um solido de cor branca, com faixa de fuséo entre
271-274°C e rendimento de 80%.

Caracterizacao estrutural:

6 O
I
10 1
13 NH 9
14 11TN2 4 7
12 H 3
17 10
15
18HO 16

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3371,5 (b N-Hamiga); 3217,2 (v O-H para);
1764,8 € 1722,4 (L C=0 imida); 1656, 1616 e 1600,9 (L C=Caromatico); 1435 e 1325,1 (5 O-
H para); 1224,8 € 1172,7 (v C-0); 850,6 (3 C-N imiga)-
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RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.22 (s, 1H), 10.52 (s, 1H), 10.23 (s, 1H),
8.31(d, J=1.7 Hz, 1H), 8.12 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7,89 (dd, J = 8.7 Hz, 2H), 7.79
(d, J=8.2 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 8.7, 2H) ppm.

RMN *C NMR (75 MHz; DMSO-d6) 5 169.16, 168.98, 165.72, 161.12, 145.09,
133.98, 130.10, 126.46, 124.66, 124.25, 123.93, 115.11, 113.60 ppm.

9.12 Obtencdo do intermediario cloreto 4-cianobenzoila

Esquema 18 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario cloreto 4-cianobenzoila

o) 0
_a
-C -C
N* N~
(16) (17)
a) SOCl, DMF, 75°C, 1h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 100 mg de acido 4-
cianobenzoico (0,68 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacao, o cloreto
de tionila foi retirado sob pressao reduzida e obteve-se um sélido amarelo. O produto

obtido foi utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.
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9.13 Obtengéo do composto 4-ciano-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il) benzamida

Esquema 19— Etapa sintética para obtencdo do composto 4-ciano-N-(1,3-
dioxoisoindolin-5-il) benzamida

o 0O
Q 0
a) NH
NH 4 cr 2, N
HoN H o}
(@) -C _C
N N//

(2) (17) (18)
a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 110,2 mg do intermediario 4-aminoftalimida (0,679 mmol) em banho de
gelo e agitacdo constante. Solubilizou-se o cloreto 4-cianobenzoila (112,5 mg; 0,679
mmol) em 1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A

reacao foi mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, foram adicionados 30 mL de acetato de etila, e a fase
organica foi extraida com &gua destilada (3 x 15 mL). O produto precipitou na fase
organica e foi realizada uma filtracdo simples para a obtencdo de um sélido de cor

branca, com faixa de fusdo entre 285-288°C e rendimento de 42%.

Caracterizacdo estrutural:

6 (0]
5 s
o
13 NH 9
14 11N "2 4 7
12 3
_C7157" 17 10
18 16

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3207,6 (b N-Hamigs); 2233,5 (b C=N para);
1772,5 e 1747,5 (0 C=0 imida); 1674, 1614 e 1544,9 (L C=Cjromatico); 854,4 (5 C-N imida)-
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RMN 'H NMR (600 MHz; DMSO-d6) 5 11.28 (s, 1H), 10.99 (s, 1H), 8.30 (d, J = 1.6
Hz, 1H), 8.13 (dd, J = 8.6 Hz, 2H), 8.11 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.06 (dd, J = 8.6 Hz, 2H),
7.84 (d, J = 8.2 Hz, 1H) ppm.

RMN *C NMR (75 MHz; DMSO-d6) 5 169.44, 169.30, 165.33, 144.66, 138.73,
134.42,133.05, 129.20, 127.74, 125.10, 124.49, 118.71, 114.76, 114.31 ppm.

9.14 Obtencdo do intermediario cloreto 3-cianobenzoila

Esquema 20 — Etapa sintética para obtencédo do intermediario cloreto 3-cianobenzoila

(e (@]
OH Cl
_a
C C
111 11
N N
(19) (20)
a) SOCI, DMF, 75°C, 1h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 200 mg de &cido 3-
cianobenzoico (1,36 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacao, o cloreto
de tionila foi retirado sob pressao reduzida e obteve-se um sélido amarelo. O produto

obtido foi wutilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.
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9.15 Obtengéo do composto 3-ciano-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il) benzamida

Esquema 21 — Etapa sintética para obtencdo do composto 3-ciano-N-(1,3-
dioxoisoindolin-5-il) benzamida

(@)
o) (@]
(@)
NH
NH 4+ Cl _a N/©ilé
HoN H o}
° ¢
N G
) (20) N (21)
a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 215 mg do intermediario 4-aminoftalimida (1,32 mmol) em banho de gelo
e agitacdao constante. Solubilizou-se o cloreto 3-cianobenzoila (220 mg; 1,32 mmol) em
1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A reacdo foi

mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, foram adicionados 30 mL de acetato de etila, e a fase
organica foi extraida com agua destilada (3 x 15 mL). O produto precipitou na fase
organica e foi realizada uma filtracdo simples para a obtencdo de um solido de cor

branca, com faixa de fusdo entre 310-312°C e rendimento de 46 %.

Caracterizacao estrutural:

6 (@]
S5 s
o 1
13 NH 9
14 11N "2 4 Y7
2 H 3
15 7 10

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3207,6 (b N-Hamida); 2233,5 (0 C=N mera);
1772,5 e 1749,4 (v C=0 imida); 1618, 1558 e 1490,9 (L C=Cjromatico); 748,3 (5 C-N imida)-



87

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.29 (s, 1H), 10.93 (s, 1H), 8.45 (t, = 1.4
Hz, 1H), 8.30 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.27 (ddd, J = 7.9, 1.7, 1.2 Hz, 1H), 8.13 — 8.09 (m,
2H), 7.84 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.79 (t, J = 7.9 Hz, 1H).

RMN 2C NMR (75 MHz; DMSO-d6) § 169.01, 168.87, 164.39, 144.24, 135.49,
135.32, 134.00, 132.74, 131.53, 130.01, 127.27, 124.59, 124.06, 118.26, 113.82,
111.66.

9.16 Obtencéo do intermediario cloreto 4-nitrobenzoila

Esquema 22 — Etapa sintética para obtengdo do intermediario cloreto 4-nitrobenzoila

0] 0

/@)J\@q a) /@)J\Cl
O,N O,N

(22) (23)
a) SOCl, DMF, 75°C, 1h.

2

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 150 mg de acido 4-
nitrobenzdico (0,89 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacéo, o cloreto
de tionila foi retirado sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido amarelo. O produto

obtido foi utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.
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9.17 Obtengéo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-4-nitrobenzamida

Esquema 23 — Etapa sintética para obtencdo do composto N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)-
4-nitrobenzamida

0
0 o) o
cl  a) NH
NH _a N
HoN O,N H o)
O O,N
(2)

(23) (24)

a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 145 mg do intermediario 4-aminoftalimida (0,89 mmol) em banho de gelo
e agitacdo constante. Solubilizou-se o cloreto 4-nitrobenzoila (166,5 mg; 0,89 mmol)
em 1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A reagédo foi

mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, foram adicionados 30 mL de acetato de etila, e a fase
organica foi extraida com agua destilada (3 x 15 mL). Adicionou-se sulfato de sodio

anidro a fase organica, e posteriormente foi filtrada e evaporada sob pressao reduzida.

A purificacdo foi realizada em silica Flash com fase mdvel acetato de etila e
hexano (5:5) para obtencdo de um sélido branco com faixa de fusdo entre 263-265°C e

rendimento de 17 %.

Caracterizacdo estrutural:

5 o
8
o
13 NH 9
14
2 4 W
1211” 3
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Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3209,5 (b N-Hamids); 1764,8 e 1718,5 (v C=0
imida); 1668, 1604 e 1541,1 (U C:Caromético); 1494,8 (Ua NOZ), 1328,9 (Us NOZ), 848,6 (8
C-N hitro); 746,4 (5 C-N imida).

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 8.41 (dd, J = 8.9 Hz, 2H), 8.32 (d, J = 1.8 Hz,
1H), 8.22 (dd, J = 8.9 Hz, 2H), 8.13 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.86 (d, J = 8.2 Hz, 1H)
ppm.

RMN C NMR (75 MHz; DMSO-d6) & 169.05, 168.91, 164.71, 149.51, 144.14,
139.88, 134.04, 129.51, 127.29, 124.78, 124.11, 123.74, 113.98 ppm.

9.17 Obtencéo do intermediario cloreto 4-bromobenzoila

Esquema 24 — Etapa sintética para obtencdo do intermediario cloreto 4-bromobenzoila

(0] (0]
/@)J\(w a) /@)J\(;I
Br Br
(24) (25)
a) SOCl,, DMF, 75°C, 1h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 5 mL foram adicionados 150 mg de é&cido 4-
bromobenzédico (0,74 mmol), 1 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF anidro. A
reacdo foi mantida sob agitacdo em refluxo por 1 hora. Ao término da reacao, o cloreto
de tionila foi retirado sob pressdo reduzida e obteve-se um sélido amarelo. O produto

obtido foi utilizado na proxima etapa de sintese, sem purificacdo prévia.
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9.18 Obtengédo do composto 4-bromo-N-(1,3-dioxoisoindolin-5-il)benzamida

Esquema 25 — Etapa sintética para obtencdo do composto 4-bromo-N-(1,3-
dioxoisoindolin-5-il)benzamida

0O
o) (0]
o NH
NH 4 Cl a) N
H,N Br H o)
0] Br
(2)

(25) (26)

a) NMP, 0°C - t.a, 4h.

Fonte: proprio autor

Procedimento:

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados 2 mL de N-metil-2-
pirrolidona e 145 mg do intermediario 4-aminoftalimida (0,89 mmol) em banho de gelo
e agitacdo constante. Solubilizou-se o cloreto 4-bromobenzoila (195,3 mg; 0,89 mmol)
em 1 mL de diclorometano anidro, e foi adicionado ao baldo gota a gota. A reagédo foi

mantida sob temperatura ambiente por 4 horas.

Para o isolamento, foram adicionados 30 mL de acetato de etila, e a fase
organica foi extraida com agua destilada (3 x 15 mL). Adicionou-se sulfato de sodio

anidro a fase organica, e posteriormente foi filtrada e evaporada sob presséo reduzida.

A purificacdo foi realizada em silica Flash com fase mdvel acetato de etila e
hexano (5:5) para obtencao de um solido amarelo com faixa de fuséo entre 285-293°C e

rendimento de 75 %.
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Caracterizacao estrutural:

13 NH 9
14
11N 2 4 W
Br 157" 17 10

16

Infravermelho (pastilha de KBr) cm™: 3228,8 (v N-Hamiga); 1772,5 e 1714,7 (b C=0
imida); 1693, 1612 e 1589,3 (v C=Caromatico); 1323,1 (vs CH2Br); 748,3 (6 C-N imiga); 542
(v C-Br).

RMN *H NMR (600 MHz; DMSO-d6) & 11.26 (s, 1H), 10.83 (s, 1H), 8.30 (d, J = 1.8
Hz, 1H), 8.11 (dd, J = 8.2, 1.8 Hz, 1H), 7.93 (dd, J = 8.6 Hz, 2H), 7.82 (d, J = 8.2 Hz,
1H), 7.78 (dd, J = 8.6 Hz, 2H) ppm.

RMN *C NMR (75 MHz; DMSO-d6) § 169.49, 169.34, 165.72, 144.91, 134.41,
133.76, 132.03, 130.46, 127.48, 126.43, 124.99, 124.44, 114.25.
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Figura 55 - Espectro na regido de infravermelho composto final X (pastilha de KBr)
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Figura 56 - Espectro de RMN de *H do composto final X (600 MHz, DMSO-d6)

136



137

[ 85000
700 1000
Lsto i -80000
I -800
<
500 = R . 75000
400 a o -600
& 70000
I & 5
© oy = R300 | oo &
co < | ¢ bS] R S | 2 &5 o [400 Lesoog
28 Elw g - 5 . :
9 i N ¥ n = N N | laoo Leoooo
/ | | | {
f 100 | | | l I
lo Mmhsory .l“* - r:.:;“l',' e -lw,. ¥ “J USRS YR TPUR VR W I ~55000
T T T T £ T T T T v T 1 T T T T T v T T T v T ¥ T T T T T v T T T T ¥ T T —50000
170 168 166 164 152 150 148 146 144 142 140 138 136 134 132 130 128 126 124 122 120 118 116 1143
f1 (ppm) f1 (ppm) o] -45000
(3]
Fa
= 40000
n
(o))
& 35000
30000
25000
20000
15000
4 - 10000
8o R SHY InheRos R
583 238 Saxdda 2 -s000
 — — o ~i ~— i
¥ r S Ny |
i -0
5000

w T T T X T T T T T T T T ¥ T T T v T T T T T ¥ T T T ¥ T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 flO?p 15’0 95 90 8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35
1 (ppm

Figura 57 - Espectro de RMN de **C do composto final X (75 MHz, DMSO-d6)



JJLJ\_JUUJL ]

1105

110

-115

120

F125

130

135

| S T ] e (e e i e o ) ] ot Rt ol e Gt K Tt e Wt (i Kot e W P Koy et [ o e P (e Y i 2 ot ) o )

8.70 8.60 8.50 8.40 8.30 8.20 8.10 8.00 7.90 7.80 7.70
f2 (ppm)

Figura 58 — Expansdo do mapa de correlagdo heteronuclear HSQC do composto final X

f1 (ppm)

138



139

110

120

-130

o)

-140

Gk

(@]

y 150

@]

fL (ppm)

160

I-170

I-180

190

T T T b T v T v T T T T T T T T T v T Al T T T T T A\ T T T T
8.9 8.8 8.7 86 8.5 84 83 82 81 8.0 7.9 78 77 7.6 7.5 74 7.3 7.2 71 7.0
f2 (ppm)

Figura 59 — Expansdo do mapa de correlagdo heteronuclear HMBC do composto final X



140

i
|

e i _~JJ

o=
0.93—:?—

{087=
097

=]

40,294
0.67

il
=
o
—
L T T

T T
11.0 10.6 10.2

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 T T T T T T
98 %96 94 51 %0 88 +_ 3{.6 3}.4 82 8D 78 76 T4 T2 W0 &8 66 64 62 60 5B
1 {ppm

T
114

Figura 60 - Espectro de RMN de *H do composto final X1 (600 MHz, DMSO-d6)



169.46
160,28

"

166,12

12997

15295
-—14561
134.12
——126.23
2435
=-—124.11
120,25

Ik i P -

—113.71

11287

- 1000

~500

=700

~600

—50D

=400

-300

-100

-100

T T T T T T T T T T T T T
160 155 150 145 140 135 130 125 120
f1 {ppm)

Figura 61 - Espectro de RMN de **C do composto final X1 (75 MHz, DMSO-d6)

141



=
= ol
s i)
I )

o
il
L

105
108
110
112
114
116

118

T T T T T T T — T T T T T T T T T T T T T 1 L |
4 83 B2 B1 B0 79 FE T7 W6 T5 74 FI T: A1 D 6% 88 67 &
f2 (ppm})

Figura 62 - Expansdo do mapa de correlacdo heteronuclear HSQC do composto final XI

— —
& &5 64

F1 (ppm}

142



143

}1 |l LS N |

110

b
=
:

0o

E
fa0 8
g L 150
L 160
i 0 F170
T T T T T T T T T T T T T T T
10.5 100 55 50 B5 7.5 70 65 &0 55

80
f2 (ppm)

Figura 63 - Expans@o do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC do composto final IX



144

0 _159h ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, e
_10__?:'_ .......................
|i||||i||||i||||i\|||i||||i||||i||||i||||i||||i||||i||||illllill||i||||!||||i||||i||||i\
3900 3600 3300 3000 2700 2400 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050 900 750 600 450

4-Br

1/em

Figura 64 - Espectro na regido de infravermelho composto final XII (pastilha de KBr)



8000 ™ 8000 -80000
L o)l 2
M~ =
L ~ L
_7000 — S 7000 Lgs5000
I M~
6000 i (6000 {80000
o |
o] 5000 L
o I R!1 85 3090 L75000
© e
0 14000 \(KD Ul s 4000
&L L ] 0 '\‘\l q 70000
= 3000 < b | +3000
} 65000
2000 +2000
g L 60000
1000 1000
55000
nE 3 o T - - o e o
o0] bz [ o ™~ o ™~
(=] =3 (=} o 4 - +-50000
=3 i +-1000 s = P - i --1000
* T T X T " T ¥ T ¥ T T T T T T T T T T T T v T T T T T v T T T v T T ], T
113 11.2 111 11.0 109 10.8 107 8.40 835 8.30 825 820 8.15 810 8.05 8.00 795 790 7.85 7.80 775 7.70 45000
f1 (ppm) f1 (ppm)
40000
-35000
30000
0 25000
he)
3 20000
=
[a)
= 15000
™ ol
\¥o} w L
8 o 10000
~i ~—
~—
5000
! 1 s Lo
r 3
g = 8 +--5000
~— ) -
T T T T T T T T T T v. T T T T T T T T T T 1 T |l U
115 110 105 10.0 95 90 85 80 75 70 65 60 55 S50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 05 0.0

f1 (ppm)
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Figura 66- Espectro de RMN de **C do composto final XII (75 MHz, DMSO-d6)
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Figura 67— Expansdo do mapa de correlacdo heteronuclear HSQC do composto final X11
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