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Resumo 

 

 

TAVARES, M. T. Desenvolvimento de inibidores duais de histona desacetilase 6 (HDAC6) e 

tirosina quinase (TQ) com vistas ao tratamento do câncer. 2019. 84p. Tese de Doutorado – 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

 

Câncer é a denominação atribuída a um conjunto de doenças que são responsáveis pela segunda maior 

causa de morte no Brasil e no mundo. A quimioterapia figura entre uma das estratégias utilizadas 

para o tratamento e cura do câncer, sendo amplamente empregada em estratégias terapêuticas 

isoladas, ou em associação à radioterapia e cirurgia. A enzima histona desacetilase 6 (HDAC6) é 

responsável por desacetilar a cadeia lateral de N-acetillisinas em α-tubulinas, desempanhando papel 

crítico na dinâmica do citoesqueleto celular, estando superexpressa em uma série de neoplasias. Neste 

sentido, na última década os receptores tirosina quinase (TQ) foram os principais alvos de fármacos 

aprovados para o tratamento do câncer e de doenças autoimunes e continuam atraindo a atenção de 

grupos de pesquisa dada a exorbitante diversidade do quinoma humano. É sabido que a monoterapia 

seja com inibidores de HDAC, seja com inibidores TQ, apresenta problemas de toxicidade, reações 

adversas, ineficácia, resistência e/ou recidiva. Diversos estudos relatam o desenvolvimento de 

inibidores duais de HDAC-TQ, almejando tanto a simplificação do tratamento, quanto sinergismo 

terapêutico e redução de efeitos adversos. Assim, o presente trabalho apresenta o planejamento, 

síntese e avaliação da citotoxicidade de inibidores duais, potencialmente seletivos para HDAC6 e 

receptores TQ. No total, 23 compostos foram sintetizados entre 2 a 4 etapas. Todos os compostos 

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

(HRMS). A citotoxicidade foi determinada pelo ensaio de MTT, em linhagens derivadas de tumores 

sólidos (HCT116 e MCF-7) e hematológicos (Jurkat e Namalwa). Os compostos apresentaram 

citotoxicidade em concentrações micro e nanomolares em todas as linhagens testadas, sendo que a 

linhagem MCF-7 foi a mais resistente à ação dos compostos, e as linhagens hematológicas foram as 

mais sensíveis. Os inibidores 4d-f foram os mais ativos na triagem por MTT, com IC50 iguais a 20, 

30 e 50 nM, respectivamente, em células Jurkat. Estudos mecanísticos do efeito citotóxico indicaram 

que os compostos 4d-f exercem atividade de forma tempo-dependente, e majoritariamente por ação 

antiproliferativa, embora estímulos apoptóticos também tenham sido observados nos estudos. 

Simulações de ancoramento molecular (docking) e de relação entre as estruturas químicas dos 

compostos e suas respectivas atividades biológicas (REA) permitiram identificar padrões 

moleculares, propriedades físico-químicas e eletrônicas que potencialmente possuem relação com a 

atividade biológica dos compostos, permitindo futuras otimizações do arcabouço molecular desta 

série de compostos. Tomados em conjunto, os resultados deste trabalho revelam o potencial 

terapêutico de inibidores duais de HDAC6-TQ. Notadamente, os compostos apresentados aqui podem 

ser os primeiros potenciais inibidores duais de HDAC6-TQ a serem reportados na literatura. 

 

Palavras-chave: histona desacetilase, tirosina quinase, inibidores duais, híbridos, quimioterapia, 

câncer. 
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Abstract 

 

 

TAVARES, M. T. Design of histone deacetylase 6 (HDAC6) and tyrosine kinase (TK) dual 

inhibitors for cancer treatment. 2019. 84p. Ph.D. Thesis – Faculty of Pharmaceutical Sciences, 

University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2019. 

 

Cancer is the name of a series of diseases that are the second main cause of death in Brazil and 

worldwide. Chemotherapy is one of the main strategies to treat and cure cancer, and has been widely 

applied as a single therapeutic agent, and in association with radiotherapy and surgery. Histone 

deacetylase 6 (HDAC6) deacetylates N-acetyllysine side chains of α tubulin, playing crucial role on 

cytoskeletal dynamics, and could be overexpressed in several cancers. Tyrosine kinase receptors (TK) 

have been the main targets of FDA-approved drugs through the last decade for both cancer and 

autoimmune diseases, and have been attracting special attention of research groups due to the 

exorbitant diversity of the human kinome. It is known that either HDAC or TK single therapy have 

toxicity issues, adverse effects, inefficacy, resistance and/or recidive. Therefore, many studies report 

the design of HDAC-TK dual inhibitors aiming simpler treatments, synergism of action and side 

effects reduction. Herein, the design, synthesis and cytotoxic evaluation of dual – and selective – 

HDAC6-TK inhibitors are presented. A total of 23 compounds were designed and synthesized 

through 2 to 4 steps. All final compounds were characterized by 1H/13C NMR and high-resolution 

mass spectrometry (HRMS). The cytotoxicity of compounds was determined by MTT assay for both 

solid (HCT116 and MCF-7 cells) and hematological cancers (Jurkat and Namalwa cells). Compounds 

exhibited micro and nanomolar ranges of cytotoxicity for all cell lines tested. MCF-7 cells were the 

most resistant against the treatment, and hematological cells were more susceptible to the cytotoxic 

effect of the compounds. Compounds 4d-f were the most actives in the MTT screening against Jurkat 

cells (IC50 = 20, 30 and 50 nM, respectively). Mechanistic studies regarding the cytotoxic effects of 

4d-f indicated that the compounds induced cell death in a time-dependent manner mainly via 

cytostatic activity even though apoptotic stimuli were observed also. Molecular docking and 

structure-activity relationships (SARs) allowed the identification of molecular patterns, and 

physicochemical and electronic properties that potentially modulate the biological activity of these 

compounds, allowing further optimizations of the molecular scaffold for these series of compounds. 

Taken together, the results of this study reveal the therapeutic potential of HDAC6-TK dual 

inhibitors. Noteworthy, the compounds reported herein could be the first HDAC6-TK dual inhibitors 

ever reported in literature. 

 

Keywords: histone deacetylase, tyrosine kinase, dual inhibitors, hybrids, chemotherapy, cancer. 
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Câncer, doença classificada como neoplasia maligna ou tumor maligno, é o termo genérico 

utilizado para definir um amplo grupo de doenças que acometem diversas células e tecidos. As 

características básicas do câncer consistem no rápido surgimento de células anormais a um 

determinado tecido, capazes de se multiplicar desordenadamente, de forma geralmente acelerada, 

com potencial para invadir e se multiplicar em tecidos adjacentes e/ou distantes ao seu local de 

surgimento.1 

As causas que levam ao câncer são extremamente variadas e podem ser classificadas em dois 

grupos: as causas internas; e as causas externas.2 As causas internas podem ser associadas a mutações 

genéticas ligadas à capacidade do organismo em tolerar e se defender de agressões externas diversas, 

como a ação de carcinógenos químicos, físicos e biológicos. Causas externas remetem às condições 

do meio ambiente, hábitos e costumes do indivíduo, que podem induzir alterações celulares que, se 

ocorrerem em vias bioquímicas de controle celular, como a de morte celular programada (apoptose), 

podem desencadear a doença.3 Fatores econômicos e socioculturais corroboram o crescimento 

contínuo, ao longo dos últimos anos, dos casos de câncer registrados no mundo. Dados estatísticos e 

epidemiológicos sobre o câncer ilustram esta tendência.4 

1.1 Câncer: cenário epidemiológico 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Agência Internacional de Pesquisa em 

Câncer (IARC, acrônimo de International Agency for Research on Cancer), após as doenças do 

aparelho circulatório, o câncer é o conjunto de doenças que mais mata em todo o mundo. Em 2018, 

foram diagnosticados mais de 18 milhões de casos de câncer em todo o mundo, e mais de 9,5 milhões 

de óbitos registrados pelas agências de saúde. Dentre os diversos tumores malignos existentes, os que 

lideram em vítimas fatais são os cânceres de pulmão, fígado, estômago, próstata e mama (Figura 1).5 

A projeção destes dados não se revela promissora pois são estimados pela OMS cerca de 12 milhões 

de óbitos em 2030, decorrentes de neoplasias malignas.1 No Brasil, em 2016, mais de 212 mil 

brasileiros foram vítimas fatais de neoplasias malignas, sendo o câncer a segunda maior causa de 

morte no período, e responsável por 16,2% de todos os óbitos registrados, ficando atrás somente das 

doenças que acometem o aparelho circulatório.6 

Conferindo maior gravidade à questão está o fato de a terapia antineoplásica ser de alto custo, 

bem como a tendência de envelhecimento populacional e o aumento crescente de novos casos, o que 

vem despertando a atenção de indústrias farmacêuticas e pesquisadores. Este fato pode ser 

comprovado pelo elevado número de medicamentos aprovados para o tratamento de doenças 

oncológicas, os quais atualmente correspondem a mais de 40% de todas as aprovações emitidas por 

agências sanitárias para uso terapêutico em humanos.7–9 
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Figura 1. Taxa de mortalidade global causada por câncer, em milhões de habitantes.5 

O desenvolvimento de novos fármacos com atividade antitumoral pode fornecer mais opções 

de tratamento aos pacientes, além de permitir que sejam traçadas estratégias terapêuticas mais 

eficientes, ou alternativas de associação farmacológica, aperfeiçoando assim a qualidade da atenção 

dispensada à saúde do paciente. Essa temática é constante no que se refere à quimioterapia do câncer, 

visto que o atual arsenal terapêutico continua a apresentar limitações de toxicidade e baixa 

seletividade, comprometendo a eficácia do tratamento.10 

1.2 Fisiopatologia do câncer 

Como mencionado anteriormente, câncer é um termo genérico usado para definir um amplo 

grupo de doenças distintas, que apresentam certas características semelhantes. Essas doenças podem 

ser consideradas de origem genética, isto pelo fato do fenótipo maligno resultar de alterações 

genotípicas que são transferidas de determinada célula mutada às suas descendentes.11 

A principal característica das células cancerosas é a presença de mutações e/ou deleções de 

informações genéticas relacionadas com os mecanismos de inibição e/ou indução da cascata 

apoptótica, fazendo com que a célula mutada, e suas descendentes, adquiram descontrolada 

capacidade de proliferação e perda de resposta frente a fatores de inibição do crescimento celular. Em 

estágios mais avançados, em que são observadas alterações profundas na fisiologia normal, tais 

células adquirem a capacidade de estimular a produção de vasos sanguíneos para a nutrição direta da 

massa tumoral, fenômeno denominado angiogênese, além de invadir tecidos vicinais e posteriormente 

colonizar regiões distantes a de sua gênese, evento conhecido como metástase.12 Neste sentido, 

Hanahan e Weinberg13 elencaram dez características cruciais – ou hallmarks – que processos 

cancerosos comumente apresentam, a saber: i) resistência à morte celular; ii) manutenção do estímulo 

proliferativo; iii) evasão aos estímulos supressores de crescimento; iv) invasão tecidual e metástase; 
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v) imortalidade replicativa; vi) indução de angiogênese; vii) desregulação energética celular; 

viii) evasão à destruição por resposta imune; ix) inflamação tumor-dependente; x) instabilidade 

genética e mutagênese.13 

De maneira geral, é sabido que o ciclo celular é regulado por fatores externos que, ao se ligarem 

a receptores tirosina quinase (TQ), ou acoplados à proteína G, disparam cascatas de sinalização que 

resultam na ativação de quinases promotoras do ciclo celular. Estas quinases, por sua vez, fosforilam 

fatores de transcrição necessários para a progressão do ciclo. Da mesma forma, o controle e 

progressão das fases do ciclo celular, após a ativação de fatores de transcrição, também ocorre por 

meio de quinases dependentes de ciclinas (CDK). Estas quinases, ao se complexarem com suas 

ciclinas correspondentes, fosforilam complexos proteicos que promovem a progressão do ciclo 

celular da fase G1 (gap ou intervalo 1) para a etapa de síntese de DNA, denominada como fase S 

(Figura 2). De forma semelhante, quinases são responsáveis por fosforilar complexos proteicos que 

promovem a progressão do ciclo celular no final da fase G2 (gap ou intervalo 2) à fase mitótica, 

denominada fase M (Figura 2).11 Assim, é possível observar que receptores TQ estão envolvidos em 

uma série de eventos celulares intimamente relacionados com os já citados hallmarks do câncer, tendo 

destaque o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR, relação com o evento ii do parágrafo 

anterior), as já citadas CDK quinases (relação com o evento iii do parágrafo anterior), e o receptor do 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, relação com o evento vi do parágrafo anterior).13 

 

Figura 2. Fases do ciclo celular adaptado de Ward (2002).11 

Havendo danos importantes de informação genética, há um artifício de controle do ciclo celular 

coordenado por proteínas endógenas, cujas funções são inibir determinadas vias de sinalização 

quinase dependentes. Estas proteínas, chamadas de inibidoras de quinases dependentes de ciclinas 

(CKI), atuam em determinados grupos de quinases, impedindo a fosforilação de substratos e assim a 

progressão do ciclo celular, evitando que mutações danosas ao correto funcionamento celular sejam 
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propagadas às células descendentes, garantindo assim a homeostase celular, bem como do tecido em 

questão.14 Como diversas enzimas quinases se encontram superexpressas em uma série de tumores e 

estão presentes em praticamente todas as etapas de progressão do ciclo celular, o planejamento e 

síntese de moléculas com potencial atividade inibitória sobre quinases são bastante relevantes, 

principalmente para tumores que apresentam superatividade em vias bioquímicas quinase 

dependentes.15 

Por outro lado, a origem, o desenvolvimento e a metástase tumoral podem ser influenciados por 

fatores epigenéticos. Epigenética pode ser definida como o conjunto de mudanças reversíveis na 

expressão gênica, que não resultam de mutações do material genético.16 Dentre as modulações 

epigenéticas conhecidas estão a metilação e acetilação de proteínas histonas, que são proteínas 

envolvidas no enovelamento e condensação da cromatina.17 Neste sentido, segmentos de cromatina 

com grande taxa de acetilação de histonas, resultam em segmentos descondensados de material 

genético que são passíveis de transcrição. Não obstante, segmentos de cromatina que apresentam 

ampla desacetilação das histonas possuem a informação genética condensada, tornando-a silenciada 

para transcrição gênica.17 O equilíbrio homeostático entre acetilação versus desacetilação de proteínas 

histonas é modulado por duas enzimas, conhecidas respectivamente como histona acetiltransferase 

(HAT) e histona desacetilase (HDAC). As HDAC são enzimas que modulam o grau de acetilação de 

lisinas em proteínas histonas.18 O grau de acetilação e desacetilação das cadeias laterais de lisinas é 

um fator crítico para o estado de condensação das cromatinas, bem como para o controle pós-

translacional da regulação de genes. É sabido que as HDAC estão envolvidas em uma série de outros 

eventos de controle celular, sendo essenciais não apenas para o enovelamento de cromatinas, mas 

também para viabilizar sinalizações transcricionais e manter a homeostase celular.19 Os mamíferos 

possuem 18 HDAC conhecidas, que são filogeneticamente agrupadas em quatro classes de acordo 

com similaridades às desacetilases homólogas, produzidas por leveduras. A classe I é composta pelas 

enzimas HDAC1-3, e HDAC8. A classe II é subdividida em duas subclasses – IIa (HDAC4, 5, 7, e 

HDAC9) e subclasse IIb (HDAC6 e HDAC10). A classe III, também conhecida como sirtuínas 

(SIRT), compreende as enzimas SIRT1-7. A classe IV é constituída apenas por uma representante, a 

HDAC11. As HDAC das classes I, IIa, IIb e IV são conhecidas por serem amido-hidrolases 

dependentes de zinco (Zn2+), e desacetilam o nitrogênio épsilon (ε) de lisinas não apenas em histonas, 

mas também de outros substratos proteicos. Já a atividade catalítica das sirtuínas (HDAC de classe 

III) utiliza como cofator NAD+ (nicotinamida adenina dinucleotídio), e hidrolisa não apenas grupos 

acetila, mas também crotonila e propionila.20–22 

Dentre todas as isoformas de HDAC, a enzima HDAC6 tem ganhado atenção como potencial 

alvo terapêutico isolado, por apresentar características distintas das demais HDAC. Diferente de 
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outras HDAC, majoritariamente encontradas no núcleo, a HDAC6 é encontrada principalmente no 

citosol. Ademais, a HDAC6 é a única isoenzima dentre todas as HDAC a possuir dois domínios 

catalíticos conexos, denominados CD1 e CD2.22 Apesar de ambos os domínios catalíticos serem 

capazes de desacetilar histonas, apenas o CD2 é capaz de desacetilar outros substratos como 

α-tubulina, HSP90, cortactina, proteína fosfoligante 14-3-3ζ e peroxirredoxina.23–26 É sabida que a 

ação catalítica da HDAC6 é majoritariamente sobre proteínas citosólicas e que a mesma não exerce 

ação catalítica significativa no controle pós-translacional de histonas. Neste sentido, a HDAC6 

desempenha papel crítico na dinâmica do citoesqueleto e da rede de microtúbulos, consequentemente 

afetando o transporte intracelular, a morfologia e migração celular, bem como a divisão das células e 

a angiogênese.27 Assim, distúrbios no funcionamento normal da HDAC6 têm sido fortemente 

correlacionados com a patogênese do câncer,28,29 bem como de desordens imunológicas e 

neurológicas como a doença de Alzheimer.30,31 É válido ressaltar que estudos que avaliaram os efeitos 

do knockout de diversas HDAC em camundongos indicaram que a supressão de HDAC6 não 

comprometeu o desenvolvimento “normal” dos embriões, apenas prejuízos na fixação de minerais 

pelo tecido ósseo e ligeira redução da resposta imune,32 ao passo que o knockout das  HDAC1-4, -7, 

e -8 levaram à morte do embrião.33 Considerados em conjunto, esses achados revelam o potencial 

tanto de quinases, quanto da enzima HDAC6 como alvos para o desenvolvimento de novos fármacos 

para o tratamento do câncer e demais doenças. 

1.3 Inibidores de quinases e de histona desacetilases como agentes antineoplásicos 

Na última década, os inibidores de TQ foram uma das classes terapêuticas que mais receberam 

aprovações de agências sanitárias para emprego terapêutico não apenas para o tratamento de tumores, 

mas também de artrite reumatoide e doenças autoimunes. Diversas são as proteínas quinases 

exploradas por fármacos de ação seletiva, ou de amplo espectro de inibição, podendo ser citados os 

receptores humanos epidermais (HER1-4), o receptor de fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGFR), a enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K, exemplo de quinase que atua em substrato 

lipídico), e a tirosina quinase de Bruton (Btk). Geralmente, os inibidores de TQ exploram o sítio de 

ligação do ATP (trifosfato de adenosina) presente no domínio catalítico das quinases, podendo ser 

por inibição competitiva, como observado para o sorafenibe, idealisibe, gefitinibe e pazobanibe 

(Figura 3); ou ainda por inibição não competitiva, exemplificada pelos fármacos afatinibe, 

osimertinibe, pirotinibe e acalabrutinibe (Figura 3).34 

Os inibidores de TQ mostraram-se bem sucedidos para o tratamento de neoplasias que 

envolvem majoritariamente uma única quinase oncogênica, como a leucemia mieloide crônica, o 

estroma gastrintestinal e o carcinoma renal. Contudo, muitos inibidores de TQ não apresentaram 
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eficácia em estudos clínicos para cânceres com maior índice de mortalidade – pulmão, pâncreas, 

mama, próstata e colorretal – ou ainda, estes compostos apresentaram problemas de toxicidade e 

recidiva.35 A razão do pouco sucesso terapêutico está no fato de muitos tumores serem capazes de 

escapar do efeito citotóxico proveniente da inibição de uma única quinase de determinada via de 

sinalização, seja por mutações do alvo em questão, seja por desenvolvimento de mecanismos de 

resistência pela massa tumoral, como a expressão de quinases alternativas àquela inibida, e a 

supressão de fosfatases, fazendo com que a tumor resista à ação do fármaco.36–38 Mesmo com a 

existência de mecanismos de resistência às ações dos inibidores de TQ, essa classe de quimioterápicos 

é responsável por importantes contribuições para a sobrevida de pacientes portadores tanto de 

cânceres hematológicos, quanto de cânceres sólidos, e é empregada em uma série de estratégias 

terapêuticas contemporâneas.39,40 Ademais, estudos têm apontado que os mecanismos de resistência 

aos inibidores de TQ podem ser superados com abordagens terapêuticas multifatoriais, que utilizam 

associações farmacológicas que atacam a massa cancerosa por múltiplas vias de sinalização 

independentes entre si.41,42 

 

Figura 3. Inibidores de quinase aprovados para tratamento do câncer. Os núcleos destacados em negrito representam a 

porção das moléculas que exploram a região de interação da adenina, no bolsão de ligação do ATP (presente no domínio 

catalítico das quinases). As regiões destacadas pelos quadros tracejados indicam os grupos farmacofóricos responsáveis 

pela ação não competitiva destes fármacos (porções que contém aceptores de Michael suscetíveis a ataques nucleofílicos). 

EGFR: receptor de fator de crescimento epidermal; PDGFR: receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas; Raf: 

gene de rápida aceleração de fibrossarcoma; B-Raf: gene B de rápida aceleração de fibrossarcoma; c-Kit: proteína tirosina 

quinase c; FGFR: receptor de fator de crescimento de fibroblasto; Btk: tirosina quinase de Bruton. 
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De forma geral, quinases estão envolvidas em reações que transferem um grupo fosfato do ATP 

para substratos que contém – normalmente – tirosina, serina, ou treonina. A conformação secundária 

das quinases geralmente costuma apresentar alto grau de conservação e assume uma disposição bem 

específica, com dois grandes lóbulos separados por uma profunda fenda catalítica, onde se ligam o 

ATP e o substrato a receber o grupo fosfato, sendo válido ressaltar que a maioria dos inibidores de 

TQ se ligam no sítio de interação do ATP.43 Como pode ser observado na Figura 4, a adenina do ATP 

realiza uma série de ligações de hidrogênio com a cadeia principal (backbone) da proteína, em uma 

região denominada hinge (“dobradiça”). Ainda considerando a região do hinge, as quinases possuem 

um aminoácido cuja cadeia lateral atua como limitadora da afinidade dos inibidores, sendo 

denominada como gatekeeper (porteiro). Mutações do aminoácido gatekeeper são amplamente 

reportadas na literatura como sendo as responsáveis pelo surgimento de resistência farmacológica em 

quadros de recidiva, e usualmente tornam o tratamento ineficaz.44 A cavidade hidrofóbica presente 

no sítio de ligação do ATP é tipicamente explorada para se conferir seletividade aos inibidores, visto 

que apresenta variações dentre as diversas famílias de quinases e até mesmo entre isoenzimas de uma 

mesma classe.43 Dada a natureza hidrofílica dos bolsões da ribose e de ligação do trifosfato, bem 

como da região exposta ao solvente, os inibidores de TQ que exploram essas regiões e que possuem 

grupos muito polares e volumosos, são bem tolerados e têm alta afinidade pelos seus alvos. Neste 

sentido, muitos inibidores de TQ costumam apresentar anéis morfolínicos, piperidínicos, e 

piperazínicos, que são inseridos às estruturas para modulação de propriedades físico-químicas, como 

a solubilidade e, como consequência, farmacocinéticas.45 A exemplo, tem-se o pazopanibe e o 

gefitinibe (Figura 3), que apresentam respectivamente, o grupo fenilsulfonamídico e 

3-morfolinopropoxílico em suas estruturas, que conferem maior solubilidade aos fármacos.34 

 

Figura 4. (Esquerda) Modelo genérico bidimensional do sítio de ligação do ATP em proteínas quinases. (Direita) 

Modelo tridimensional do sítio de ligação do ATP da enzima quinase dependente de ciclina 2 (CDK2). Cores semelhantes 

em ambos os modelos representam as mesmas regiões. Os inibidores de TQ normalmente exploraram uma ou mais das 

regiões indicadas pelas diferentes cores. Adaptado de Vulpetti & Bosotti (2004).43 
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Por outro lado, os inibidores de HDAC também vêm ocupando um importante espaço no 

tratamento de neoplasias e no desenvolvimento de novos quimioterápicos. O vorinostate (Figura 5) 

foi o primeiro inibidor de HDAC aprovado para o tratamento de linfoma cutâneo de células T. 

Posteriormente, o bioprecursor romidepsina (Figura 5) recebeu aprovação para o tratamento da 

mesma doença, seguido do belinostate, que foi aprovado para o tratamento de linfoma de células T 

periférico e linfoma de células T reincidentes. O panobinostate foi o último inibidor de HDAC - até 

o momento – a receber aprovação pelo FDA (Food and Drug Administration), para o tratamento de 

mieloma múltiplo. Na China, a chidamida (Figura 5) recebeu aprovação das autoridades sanitárias 

para o tratamento de linfoma de células T periférico, porém, carece de estudos clínicos em outras 

agências regulatórias. Ainda que fracamente, o ácido valpróico (Figura 5) também possui capacidade 

de inibir HDAC e seu emprego em associações farmacológicas é frequentemente observado em testes 

clínicos, devido ao seu histórico de emprego terapêutico. Os candidatos a fármacos abexinostate e 

entinostate (Figura 5) estão, atualmente, em estudos clínicos de fase II e III, respectivamente, para o 

tratamento de linfoma de células B (abexinostate) e linfoma de Hodgkin (entinostate).46–49 Como 

pode ser observado na Figura 5, o modelo farmacofórico dos inibidores de HDAC é composto por 

três porções estruturais ligadas entre si, a saber: i) um grupo quelante de zinco (ZBG – zinc-binding 

group), que interage com o zinco (Zn2+) presente no fundo da cavidade catalítica da enzima; ii) um 

espaçante ou linker, que realiza interações no túnel estreito que dá acesso ao fundo da cavidade; e iii) 

a região de superfície, ou cap, que explora interações na superfície da cavidade catalítica.50 

 

Figura 5. Modelo farmacofórico dos inibidores de HDAC e a estrutura dos inibidores de HDAC aprovados para uso 

terapêutico, ou em estudos clínicos. 



_______________________________________________________________________________________ 10 

_________________________________________________________________________________________ 

Maurício Temotheo Tavares 

Como pode ser observado na Figura 5, todos os inibidores de HDAC aprovados, ou que estão 

em estudos clínicos apresentam amplo espectro inibitório, não possuindo ação seletiva a uma 

isoenzima específica. É sabido que a ampla inibição de HDAC apresenta uma série de efeitos adversos 

incluindo cardiotoxicidade, mielossupressão, trombocitopenia, neutropenia, além de diarreia, náusea, 

vômito e fadiga.51–53 Estes efeitos adversos poderiam, eventualmente, ser contornados com a inibição 

seletiva apenas da(s) isoforma(s) intimamente relacionadas com a patogênese do tumor. 

É verdade que nenhum inibidor seletivo de HDAC6 foi aprovado para uso clínico até o 

momento. No entanto, três candidatos a fármaco, seletivos para HDAC6, seguem em estudos clínicos 

para o tratamento do câncer. O ricolinostate (Figura 6A) foi o primeiro inibidor de HDAC6 a alcançar 

os estudos clínicos em monoterapia, ou em associação farmacológica com lenalidomida, 

dexametasona, bortezomibe e paclitaxel.54 É válido ressaltar que o ricolinostate tem apresentado 

pouca eficácia na monoterapia de pacientes com mieloma múltiplo e cânceres linfoides, mas em 

associação tem apresentado resultados promissores.55 O citarinostate (Figura 6A) também se encontra 

em estudos clínicos para melanoma (em monoterapia), e em associação à imunoterapia com 

nivolumabe e ipilimumabe para o tratamento de câncer de pulmão de células não-pequenas.56 Apesar 

da literatura não conter a estrutura, tampouco informações detalhadas a respeito do composto 

KA2507, este inibidor de HDAC6 se encontra atualmente em estudo clínico de fase I para o 

tratamento de melanoma e outros tumores sólidos (registrado sob o número 03008018 no NCT – NIH 

Clinical Trials).57 

Conforme menciado acima, o modelo farmacofórico clássico dos inibidores de HDAC 

(Figura 5 e 6C) é composto por três porções estruturais ligadas entre si, o grupo quelante de zinco 

(ZBG), um linker e a região de cap.50 Muitos estudos reportam o desenvolvimento de inibidores 

seletivos de HDAC6 que possuem tal seletividade por explorar interações específicas na região do 

cap da enzima, como é o caso da ricolinostate e do citarinostate.54,56 Ademais, novas abordagens de 

desenvolvimento de inibidores seletivos de HDAC6 consideram o uso de linkers HDAC6-seletivos, 

como o caso dos inibidores tubastatina A e nexturastate A (Figura 6B).58,59 Uma vez que o canal da 

cavidade catalítica da HDAC6 é mais tolerante a linkers volumosos, se comparado aos canais das 

demais isoformas de HDAC, abordagens contemporâneas – e bem sucedidas – de planejamento de 

compostos seletivos para HDAC6 têm adotado sistemas benzílicos ou heterocíclicos para a região de 

linker, resultando em estruturas altamente seletivas.60,61 Como pode ser observado na Figura 6C, a 

superfície da cavidade catalítica da HDAC6 permite que o cap destes inibidores tolere ampla 

diversidade molecular, porém, o túnel e o fundo da cavidade são bastante sensíveis a modificações 

drásticas.50 Normalmente, a região de linker dos inibidores são cadeias alifáticas, grupos 

benzila/fenila, ou grupos heterocíclicos. Para a região de ZBG, o ácido hidroxâmico é o grupo 
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quelante que geralmente confere compostos mais potentes em uma determinada série, devido à alta 

capacidade de interação com o zinco e demais aminoácidos do fundo do bolsão (Figura 6C). Ademais, 

outros grupos quelantes também são reportados, como mercaptoacetamidas, orto-aminobenzamidas 

e tióis, que são amplamente explorados no desenvolvimento de fármacos, tópico discutido a seguir.50 

 

Figura 6. (A) Estrutura dos inibidores seletivos de HDAC6 ricolinostate e citarinostate, cujas seletividades são conferidas 

pela região do cap. (B) Estrutura dos inibidores seletivos de HDAC6 tubastatina A e nexturastate A, cujas seletividades 

são conferidas pela região de linker. (C) Modelo esquemático bidimensional e tridimensional do bolsão catalítico 2 (CD2) 

da HDAC6. O átomo de zinco está representado como uma esfera cinza no fundo do bolsão tridimensional. Código PDB: 

5g0i.62 Imagem gerada utilizando o programa PyMOL 1.3 (Schrödinger, LLC). 

1.4 Planejamento racional de fármacos 

A descoberta de novos fármacos pode ser assistida por cinco fontes básicas de obtenção de 

compostos, são elas: i) descoberta ao acaso (serendipity); ii) descoberta a partir de produtos naturais; 

iii) síntese química de novos fármacos; iv) triagem de alto rendimento em bibliotecas químicas 
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(HTS); v) descoberta assistida por estudos in silico, isto é, com auxílio de técnicas computacionais. 

Contudo, mesmo partindo-se de um determinado protótipo, utilizando informações sobre seu modo 

de interação com o alvo biológico, o planejamento de novas estruturas bioativas é complexo e deve 

correlacionar diversas áreas do conhecimento.63 

Dentre as diversas estratégias de planejamento de fármacos existentes, duas abordagens 

merecem atenção por utilizarem informações de ligantes ou de seus alvos para a proposição de novos 

compostos, são elas: i) o planejamento baseado no ligante, ou LBDD (ligand-based drug design); ii) 

o planejamento baseado na estrutura da biomacromolécula alvo, chamado SBDD (structure-based 

drug design).63–65 Neste sentido, o aporte de técnicas computacionais pode otimizar o processo de 

descoberta de fármacos e, portanto, o desenvolvimento de fármacos auxiliado por computador 

(CADD – computer-assisted drug design), vem sendo cada vez mais utilizado em todas as etapas do 

processo de descoberta de fármacos.66 

No planejamento por SBDD são utilizadas as informações estruturais da biomacromolécula 

alvo, explorando-a para o desenvolvimento de novos ligantes. Para a realização desta abordagem é 

necessário que a estrutura do alvo seja conhecida. Tais estruturas podem ser determinadas 

experimentalmente, por meio de técnicas como cristalografia de raios-X, ressonância magnética 

nuclear (RMN) ou criomicroscopia eletrônica (CryoEM). Caso a estrutura do alvo não seja conhecida, 

sua conformação e disposição espacial pode ser inferida por métodos computacionais de modelagem 

por homologia. Uma vez conhecida a estrutura do alvo, diversas informações podem ser obtidas como 

o volume máximo permitido para um ligante hipotético ocupar na cavidade de interação, as interações 

existentes entre o ligante e o seu alvo, o local/natureza destas interações, bem como a orientação 

espacial das mesmas. O SBDD pode revelar informações importantes sobre a relação entre a estrutura 

química da molécula e sua atividade biológica (REA), principalmente na fase de otimização estrutural 

de novos ligantes, podendo inclusive indicar os padrões estruturais necessários para conferir 

seletividade ao composto, para uma determinada isoforma do alvo.67,68 

O LBDD utiliza dados de propriedades físico-químicas, eletrônicas, estéricas e topológicas de 

compostos que possuem atividade biológica determinada, para a proposição de moléculas otimizadas 

do ponto de vista farmacodinâmico. Esta abordagem é de grande relevância quando não se conhece 

a estrutura do alvo a ser estudado.69 No LBDD são realizadas modificações moleculares, por meio de 

similaridades físico-químicas, buscando para a nova molécula interações com o alvo semelhantes às 

observadas para seu protótipo.70,71 

Quando são conhecidas tanto a estrutura da biomacromolécula alvo, quanto de ligantes que 

atuam sobre a mesma, as abordagens de SBDD e LBDD podem ser utilizadas em conjunto, o que 
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aumenta a chance de sucesso na obtenção de compostos com atividade biológica otimizada. Este fato 

é possível, devido ao número de informações que podem ser coletadas acerca da natureza 

conformacional (estérica) e eletrônica dos diferentes complexos ligante-alvo, que podem ser 

utilizadas no planejamento de novos ligantes, propostos a partir do arcabouço estrutural já conhecido. 

As modificações estruturais da molécula otimizada têm o intuito de conferir complementaridade 

superior entre micro e macromolécula, aumentando a eficiência da interação da nova molécula com 

o alvo.71,72 É válido ressaltar que modificações moleculares podem ser utilizadas no exercício do 

planejamento de fármacos por LBDD e SBDD. Dentre as modificações moleculares empregadas no 

desenvolvimento de fármaco, podem ser citadas a hibridação molecular, o bioisosterismo e a variação 

da posição de grupos substituintes em sistemas anelares.73–76 

A variação da posição em grupos substituintes em sistemas anelares, principalmente 

aromáticos, é uma estratégia de modificação molecular que pode ser explorada a fim de se obter 

melhor interação de um dado ligante com o seu alvo. Essa melhoria de interação pode ocorrer por 

ganhos estéricos de interação e, muitas vezes, pela influência de determinados substituintes nas 

propriedades eletrostáticas da molécula, que podem ser modificadas de acordo com a meta ou para 

substituição de sistemas aromáticos (por influência de efeitos indutivos ou ressonantes, 

respectivamente). Este efeito eletrostático pode alterar a forma como o sistema anelar (e a molécula 

como um todo) interage com o sítio de interação. Os benzopiranos (Figura 7) são excelentes exemplos 

da influência da posição do grupo substituinte na atividade biológica da molécula. Neste caso, a 

inserção do grupo metilsulfonamídico no carbono 7 do sistema benzopirânico confere ao análogo 

maior atividade antiarrítmica se comparado aos análogos substituídos em 6 e 8.74 

 

Figura 7. Demonstração do ganho de atividade antiarrítmica pela inserção do grupo metilsulfonamídico na posição 7 do 

sistema benzopirânico. 

Hibridação molecular consiste em fundir dois ou mais farmacóforos, fármacos ou compostos 

bioativos, na expectativa de se obter uma nova entidade química híbrida, que apresente propriedades 

sinérgicas, se comparada às propriedades isoladas de cada um dos protótipos originais.76 A fusão de 

núcleos ou fragmentos bioativos que atuam em diferentes alvos biológicos, permite a construção de 

estruturas capazes de interagir por vias bioquímicas distintas, a priori exploradas somente por um 

dos protótipos originais, o que pode resultar em estruturas com efeito sinérgico se comparadas às suas 

predecessoras. Alguns estudos descrevem o desenvolvimento de estruturas híbridas com ação dual 
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em quinases e HDAC, as quais estão intimamente relacionadas com o presente trabalho. Como pode 

ser observado na Figura 8, Cai e colaboradores (2010)77 e Beckers e colaboradores (2012)78 

planejaram uma série de inibidores híbridos do erlotinibe (Figura 8) e do vorinostate (Figura 5 e 8). 

Os resultados descritos pelos autores ressaltam o ganho significativo de potência das estruturas 

híbridas e o surgimento do primeiro candidato a fármaco de ação híbrida contra HER1-2 e HDAC, o 

CUDC-101 (Figura 8).77,78 

 
Figura 8. Estruturas de híbridos com ação dual em quinases e HDAC. O núcleo destacado em azul retrata a porção 

responsável pela ação em quinases. A região em preto das estruturas é responsável pela ação em HDAC. O fimepinostate 

(canto inferior direito) é um exemplo bem sucedido de hibridação molecular de fármacos antitumorais de ação dual. 
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É digno de nota que os estudos clínicos de fase I para o CUDC-101 foram encerrados por 

problemas de toxicidade e ineficácia, que inviabilizaram a continuidade do tratamento dos pacientes 

(NCT01171924).79 Estudos recentes conduzidos por Zang e colaboradores (2018)80 reportaram uma 

série de híbridos derivados do pazopanibe (Figura 3 e 8) e do belinostate/entinostate (Figura 5). Os 

autores foram os primeiros a reportar híbridos com ação dual em receptores VEGFR e inibição de 

amplo espectro das HDAC, sendo observados parâmetros farmacocinéticos favoráveis à 

administração oral dos compostos mais ativos, além de boa tolerabilidade nos estudos in vivo.80 

Estudos subsequentes reportam a síntese de inibidores duais da enzima PI3K, uma quinase que 

fosforila substratos lipídicos, e de enzimas HDAC.81 Os autores propuseram a síntese de inibidores 

do fimepinostate (Figura 8), mesclando o núcleo do protótipo GDC-0941 (Figura 8), de conhecida 

ação em PI3K, com o ácido hidroxâmico de cadeia alquílica do vorinostate. Os autores reportaram 

ganhos significativos de seletividade para linhagens tumorigênicas oriundas de cânceres 

hematológicos, além de viabilidade para administração via oral.81 

Com base nos estudos reportados acima, o candidato a fármaco fimepinostate (CUDC-907, 

Figura 8) certamente é aquele que melhor representa os benefícios no desenvolvimento de estruturas 

híbridas. Desenvolvido a partir da junção dos núcleos tienopirimidínico do protótipo GDC-0941 e 

2-aminopirimidil-5-hidroxamato, o efeito antitumoral deste composto é oriundo da ação inibitória 

dual do mesmo tanto em enzimas PI3K quanto em enzimas HDAC, que resultou na ação sinérgica do 

mesmo em cinquenta linhagens tumorigênicas provenientes tanto de tumores hematológicos, quanto 

de tumores sólidos. A Figura 8 apresenta o resultado dos ensaios de citotoxicidade conduzidos para 

o fimepinostate e seus protótipos, em algumas das linhagens avaliadas por Qian e colaboradores 

(2012).82 Os autores reportaram ganhos de até cinco vezes na potência do vorinostate e do GDC-0941 

em associação, porém, a administração da estrutura híbrida (fimepinostate) conferiu ganhos de até 

mil vezes na potência do composto, em comparação com a associação de vorinostate e GDC-0941, e 

de até trinta mil vezes comparado às estruturas administradas isoladamente. Estes resultados somados 

à boa tolerabilidade do composto in vivo, e seus parâmetros farmacocinéticos favoráveis levaram o 

fimepinostate aos testes clínicos. Atualmente o fimepinostate segue em ensaios clínicos para o 

tratamento de tumores sólidos refratários, tumores que acometem o sistema nervoso central e 

linfomas, além de estar sendo avaliado também em associação a agentes alquilantes como a cisplatina 

e também associado a fármacos que afetam a dinâmica das redes de tubulina (taxanos). É válido 

ressaltar que em todos os estudos reportados até o momento, o fimepinostate tem mostrado reversão 

de quadros de resistência às ações tanto da cisplatina, quanto do paclitaxel.76,83–85 

As informações supracitadas podem auxiliar no planejamento e desenvolvimento de fármacos, 

guiando o delineamento de modificações moleculares a serem realizadas sobre um arcabouço 
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molecular protótipo. Conforme dito anteriormente, o desenvolvimento de fármacos por LBDD e 

SBDD pode ser auxiliado por estratégias computacionais, também conhecidas por modelagem 

molecular. Neste sentido, a modelagem molecular pode auxiliar o planejamento de novos fármacos e 

otimizar o processo de obtenção de novas entidades químicas, ou ainda auxiliar no entendimento de 

seus modos de ação ao nível molecular.63,76,83,86 

1.4.1 Modelagem molecular: estratégia in silico de auxílio ao planejamento de fármacos 

Dado o caráter multidisciplinar relativo ao planejamento de novos fármacos, o processo de 

descoberta de novas entidades químicas envolve uma série de estratégias desde a concepção da 

molécula até seu desenvolvimento e avaliação biológica. Inserido neste contexto, o CADD é 

considerado eficaz quanto a redução de tempo e investimento financeiro em pesquisa e 

desenvolvimento. As estratégias de CADD podem ser aplicadas em diferentes etapas do 

desenvolvimento de fármacos e se baseiam em métodos teóricos e técnicas computacionais 

empregadas com o intuito de estudar diferentes estruturas moleculares, suas propriedades e 

respectivas interações com seus alvos moleculares. Dentre as referidas estratégias de CADD, 

encontra-se o ancoramento molecular ou docking.72,87–90 

1.4.1.1 Docking molecular 

O ancoramento molecular, mais conhecido como docking, consiste em uma estratégia de CADD 

bastante promissora, que é utilizada na identificação de hits (ligantes), na otimização de compostos 

líderes, bem como para estudos sobre o modo de interação entre ligantes e alvos. Em geral, o 

ancoramento molecular é bastante útil na proposição teórica de complexos ligante-alvo, ou seja, 

consiste em uma modelagem estrutural que prevê – ou elucida – o modo de interação entre micro e 

macromolécula. A partir de estudos prévios sobre a formação do complexo ligante-alvo, é possível 

por meio do docking identificar ligantes que sejam capazes de explorar a cavidade de interação, além 

de planejar novas moléculas ou ainda otimizar ligantes já conhecidos.87,91 Na estratégia de docking, 

realiza-se o ancoramento de pequenos ligantes em alvos macromoleculares, obtendo-se ao final 

diferentes poses, isto é, diferentes orientações conformacionais dos ligantes ancorados na cavidade 

de interação do alvo, hierarquizando estas poses de acordo com a complementaridade de cada uma 

pelo sítio ativo.92 

Para realizar estudos teóricos sobre o modo de interação de compostos ativos com seus 

respectivos alvos biológicos, primeiramente é feito um estudo cuidadoso do modo de interação de 

ligantes conhecidos do determinado alvo – caso haja ligantes conhecidos – observando a conformação 

e orientação destes ligantes no sítio de interação. Então, estas análises de complementaridade podem 

ser utilizadas como base comparativa para os resultados obtidos após os ancoramentos dos compostos 
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ensaiados, fornecendo importantes informações a respeito do modo de interação dos compostos 

ensaiados ao nível molecular. Ademais, estas análises podem guiar posteriores otimizações 

moleculares do arcabouço inicial, sendo ponto de partida para o planejamento de novas estruturas, 

que exploraram de forma mais eficiente a cavidade de interação.87,91 A identificação de características 

chaves, responsáveis pelo reconhecimento biológico de um ligante por seu alvo é uma questão muito 

complexa ao nível molecular e eletrônico. Assim, a simulação de docking molecular possui diversas 

etapas, crescentes em complexidade, que demandam rigor em suas conduções.92 

Primeiramente, há a aplicação de algoritmos de busca, os quais irão adicionar os ligantes no 

sítio ativo, considerando e conferindo possíveis graus de liberdade translacional, rotacional e 

conformacional aos mesmos. Nesta etapa, o algoritmo de busca utilizado permite a identificação de 

possíveis orientações e conformações dos ligantes ao interagir com o alvo. Dentre os algoritmos de 

busca inclui-se o algoritmo genético, algoritmo de otimização e busca, baseado em mecanismos 

evolutivos que, no caso do docking, busca a orientação/conformação energeticamente mais estável 

do ligante, ao interagir com o sítio. O programa computacional GOLD (CCDC Software Ltd.) é um 

exemplo de programa que utiliza o algoritmo genético como método de otimização da interação entre 

ligantes e alvos, otimizando os seguintes parâmetros: ângulos diedros (do ligante), geometrias de 

anéis (do ligante), ângulos diedros de grupos hidroxilas e aminas (presentes no alvo) e a posição do 

ligante no sítio de interação, ocorrendo um mapeamento desta.87,91–93 

Os algoritmos de busca são complementados por funções de escore (ou pontuação) durante o 

docking. Estas funções classificam cada pose (conformação/orientação) dos ligantes no seu alvo. As 

funções de escore podem ser agrupadas em três categorias: i) as baseadas em campo de força; ii) as 

empíricas; iii) as baseadas em conhecimento. No caso das funções de escore empíricas, como a 

GoldScore, aplicada pelo programa GOLD, a avaliação do encaixe do ligante considera dados 

experimentalmente determinados para estruturas complexas.94 

As funções de pontuação do docking possuem aproximações necessárias para dar rapidez ao 

método, porém, estas aproximações geram uma limitação na qualidade dos valores de pontuação 

obtidos. Neste sentido, quando se deseja avaliar a energia de interação entre micro e macromolécula, 

devem ser utilizados métodos mais robustos e precisos, como métodos semiempíricos ou quânticos 

de cálculo de energia. Para que o processo de docking seja realizado com sucesso, é necessário que 

os passos anteriormente citados sejam realizados com critério adequado, sendo importante para tal, a 

resolução da estrutura cristalográfica a ser utilizada (não devendo ser superior a 3,0 Å), a flexibilidade 

da biomacromolécula e/ou do sítio catalítico, a flexibilidade dos ligantes e também a solvatação do 

sistema, isto é, a presença ou não de moléculas de água no estudo.87,91,95 
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Uma limitação importante da técnica de docking, bem difundida na comunidade científica, está 

relacionada ao fato de ser uma técnica que, na maioria dos casos, não considera flexibilidade para 

alvos durante a simulação. Considerar que interações entre micro e macromoléculas ocorrem de 

forma rígida está intimamente relacionado ao conceito clássico “chave-fechadura” de interação 

fármaco-receptor. Porém, atualmente a teoria mais aceita de interação entre micro e macromolécula 

considera que ambas sofrem adaptações em suas estruturas, para que haja assim a formação do 

complexo ligante-alvo, teoria conhecida como “encaixe induzido”.96 Apesar deste fato 

potencialmente comprometer a confiabilidade dos resultados obtidos nas simulações de docking, esta 

técnica continua sendo valiosa e amplamente explorada na condução de estudos sobre o modo de 

interação entre ligantes e macromoléculas.97 
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Diversos estudos apontam o potencial e a tendência da polifarmacologia no tratamento do 

câncer.35,41,98 Neste sentido, a hibridação de grupos farmacofóricos de ação distinta pode ser uma 

valiosa estratégia na descoberta de estruturas capazes de atuar por duas – ou mais – vias celulares de 

sinalização, aumentando a eficiência do tratamento quimioterápico. 

As diversas aprovações de inibidores de TQ e HDAC para uso terapêutico são provas de suas 

relevâncias no tratamento de neoplasias, e validam esses alvos para o desenvolvimento de novas 

moléculas com perfis farmacocinéticos e/ou farmacodinâmicos otimizados. Neste sentido, diversos 

estudos clínicos de associações entre inibidores de TQ e HDAC têm apresentado resultados muito 

promissores para o tratamento tanto de tumores sólidos, quanto de tumores hematológicos, sendo 

destacadas as associações entre vorinostate e erlotinibe;99 vorinostate e gefitinibe;100,101 e 

panobinostate e sorafenibe.102 Ainda que promissora, as manifestações clínicas da inibição seletiva 

de HDAC6 em associação à inibição de quinases oncogênicas é pouquíssimo conhecida.  

Sahakian e colaboradores (2012) reportaram que a associação entre ricolinostate e ibrutinibe 

(inibidor de Btk) aumentou em três vezes a indução de apoptose in vitro de linfoma de células do 

manto (MCL), se comparada aos tratamentos isolados de cada composto, indicando assim o efeito 

sinérgico desta abordagem.103 Ademais, estudos clínicos conduzidos para o composto CUDC-907 

(Figura 8) têm apresentado resultados promissores para inibidores híbridos de HDAC-TQ, sendo 

eficaz em tumores sólidos refratários, linfomas, e cânceres do sistema nervoso central 

(NCT01742988; NCT02307240; e NCT02909777).85 É válido ressaltar que, até o presente momento, 

não há relato de nenhum inibidor híbrido de HDAC6 e TQ (HDAC6-TQ), ou de compostos cujos 

efeitos biológicos reportados sejam decorrentes da inibição mútua de quinases e HDAC6. 

Face ao exposto, este trabalho teve como objetivo central a síntese de inibidores HDAC6-TQ, 

com vistas ao tratamento do câncer, e melhor compreensão das bases moleculares da ação destes 

híbridos frente aos seus alvos. Para este fim, os análogos foram planejados, sintetizados, 

caracterizados e avaliados com relação à sua atividade biológica. Estudos computacionais de docking 

molecular foram conduzidos para proposição de REA e melhor compreensão da interação destes 

inibidores com seus possíveis alvos biológicos. 

2.1 Objetivos específicos 

I. Realizar a síntese e caracterização dos análogos propostos, planejados por hibridação 

molecular; 

II. Realizar a triagem fenotípica in vitro para os compostos sintetizados em linhagens de 

tumores sólidos (MCF-7, carcinoma de mama; e HCT 116, carcinoma colorretal), de tumores 

hematológicos (Jurkat, leucemia linfoblástica aguda de células T; e Namalwa, leucemia 
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linfoblástica aguda de células B), e em linhagem hematológica não tumorigênica (cultura de 

células primárias de sangue periférico); 

III. Investigar o mecanismo de ação citotóxica dos compostos ativos na triagem preliminar; 

IV. Realizar estudos de docking molecular dos compostos ensaiados nas enzimas HDAC6 e 

HER1 quinase, e assim avaliar os perfis de interação com vistas a REA. 

2.2 Planejamento dos compostos 

Conforme apresentado na seção 1.3 deste trabalho, a maioria dos inibidores de TQ exploram o 

sítio de interação do ATP presente na cavidade catalítica da enzima. Assim, a primeira série proposta 

(Série 1) utilizou o núcleo purínico como base para a construção dos compostos (Figura 9). Ao núcleo 

purínico, foram adicionados diversos substituintes aminoarílicos na posição 6, com vistas à potencial 

modulação de afinidade para enzimas quinases. Ao nitrogênio 9 do sistema purínico, foi adicionado 

o núcleo responsável pela ação seletiva para a enzima HDAC6, o grupo 

4-(hidroxicarbamoil)benzílico (ou “4-benzil-hidroxamato”). 

A série 2 de compostos híbridos foi planejada a partir do sorafenibe (Figure 9). A porção 

1,3-difeniluréia do fármaco foi mantida, e variaram-se os grupos quelantes de zinco, bem como os 

substituintes em para de um dos anéis. Para o anel A dos compostos (Figura 9), foram considerados 

grupos elétron doadores (-Cl e -OCH3) e elétron retiradores (-NO2) como substituintes da posição 

para, além do análogo não substituído. Já para o anel B, o grupo 4-oxi-N-metilpicolinamídico do 

sorafenibe foi substituído por diferentes hidroxamatos. As consequências destas modificações na ação 

citotóxica dos análogos foi então avaliadas. 

 

Figura 9. Esquema geral de planejamento dos compostos das séries 1 e 2.  
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3.1 Síntese e caracterização dos compostos 

No total, 11 compostos pertencentes a série 1 foram sintetizados, conforme apresenta o 

Esquema 1. O compostos finais foram preparados a partir da reação da 6-cloropurina (1) com a 

anilina, e com anilinas mono, di, ou trissubstituídas, por meio de substituição nucleofílica aromática 

(SNAr), formando os intermediários 2a-i. Os intermediários 2a-h foram submetidos à reação com 4-

(bromometil)benzoato de metila via reação de substituição nucleofílica bimolecular (SN2), para a 

formação dos intermediários ésteres 3a-h. Por fim, os ésteres 2i e 3a-h foram reagidos com 

hidroxilamina (NH2OH) para a formação dos hidroxamatos correspondentes 4a-i. Para os 

hidroxamatos 4j e 4k, a síntese iniciou-se pela reação entre a 6-cloropurina e 3- e 4-

(bromometil)benzoato de metila, respectivamente, formando assim os intermediários 3j e 3k. 

Posteriormente, os ésteres 3j e 3k foram clivados em meio a hidroxilamina e NaOH, para a formação 

dos compostos finais 6-hidroxipurinil hidroxamatos 4j e 4k. 

 

Esquema 1. Rota sintética dos compostos da série 1. Reagentes e condições: a) anilina (1 eq.), HCl 10 M (0,8 eq.), 

isopropanol, refluxo, 18 h; b) 3- ou 4-(bromometil)benzoato de metila (1 eq.), K2CO3 (3 eq.), acetona, refluxo, 18 h; c) 

NH2OH (50 eq.), NaOH (8 eq.), THF-MeOH (1:1), 0 °C – t.a., 2 h. 

Como a primeira etapa de síntese dos compostos desta série é SNAr, o mecanismo genérico 

deste tipo de reação segue descrito no Esquema 2 que utiliza a 4-cloropirimidina como substrato. 

Neste tipo de reação, o substrato da reação deve possuir, necessariamente, um ponto de baixa 

densidade eletrônica, suscetível ao ataque do nucleófilo. Neste sentido, anéis heterociclos, ou que 

possuam grupos elétron retiradores (EWG – electron withdrawing group) na posição orto e/ou para 
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são ativadores da reação de substituição, pois tornam o carbono ligado ao halogênio (ou outro grupo 

abandonador) suscetível a sofrer o ataque do nucleófilo. O ânion formado após o ataque do nucleófilo 

ao anel aromático perturba a aromaticidade do anel, a qual estabiliza os pares de elétrons não ligados 

por meio dos elétrons π do sistema ressonante. Visto que o estado de energia do produto substituído 

é menor do que o do material de partida, o reestabelecimento da aromaticidade da estrutura resulta na 

liberação do cloreto para o meio e consequente formação do produto desejado.104 

 
Esquema 2. Mecanismo reacional de SNAr da 4-cloropirimidina. 

A segunda etapa de preparação dos compostos consiste em uma reação de SN2 (Esquema 3). A 

substituição nucleofílica bimolecular leva esse nome devido ao fato de os dois matérias de partida 

(nucleófilo e eletrófilo) estarem envolvidos na formação do estado de transição. Neste sentido, as 

concentrações dos respectivos materiais de partida afetam a cinética da reação. No mecanismo de 

reações de SN2, é amplamente aceito que o grupo abandonador do eletrófilo deixe a estrutura no 

mesmo momento em que o nucleófilo ataca a face oposta (orbital antiligante) do eletrófilo, o que leva 

à típica inversão de configuração do produto final, em casos de centros assimétricos.104 

 
Esquema 3. Mecanismo reacional de SN2 do brometo de benzila com a 9H-purina. 

A terceira e última etapa de síntese dos compostos da série 1 consistiu em reação de hidrólise 

básica dos ésteres 4a-k em meio contendo hidroxilamina (NH2OH). O mecanismo de hidrólise 

alcalina ocorre inicialmente com a adição da hidroxilamina ao carbono carbonílico do substrato, 

formando o intermediário tetraédrico representado no Esquema 4. Subsequentemente, o intermediário 

formado sofre eliminação do grupo abandonador que, no exemplo abaixo, é representado pelo grupo 

metoxila, formando assim o hidroxamato alvo. 

 
Esquema 4. Mecanismo reacional de formação do ácido benzil-hidroxâmico a partir do benzoato de metila. 
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Para a série 2, foram sintetizados 12 hidroxamatos, conforme apresenta o Esquema 5. Os 

compostos finais 7a-d foram preparados por reações de adição do 4-aminobenzoato de metila (5) aos 

fenilisocianatos substituídos (ou não) na posição 4, formando os intermediários 6a-d. Os 

intermediários 6a-d foram submetidos à reação com NH2OH para a formação dos hidroxamatos 7a-

d. Os demais hidroxamatos foram preparados a partir do 4-aminocinamato de etila (8), que foi 

submetido às reações com os mesmos fenil isocianatos citados anteriormente, para a formação dos 

intermediários 9a-d, subsequentemente convertidos aos hidroxamatos α,β-insaturados 10a-d com o 

uso de NH2OH. A olefina dos intermediários 9a-c foi reduzida mediante reação com paládio em 

carbono para a formação dos intermediários reduzidos 12a-c. O intermediário nitroderivado 12d foi 

preparado a partir da redução do material de partida 8 com paládio em carbono, formando assim o 

intermediário 11, posteriormente reagido com 4-nitrofenil isocianato para a formação do 

intermediário 12d. Por fim, os intermediários 12a-d foram convertidos aos hidroxamatos 13a-d pela 

mesma abordagem citada acima. 

 

Esquema 5. Rota sintética dos compostos da série 2. Reagentes e condições: a) isocianatos (1 eq.), CH2Cl2, t.a., 16 h; b) 

NH2OH (50 eq.), NaOH (8 eq.), THF-MeOH (1:1), 0 °C – t.a., 2 h; c) 10% Pd/C, H2, EtOH, t.a., 18 h; d) 4-nitrofenil 

isocianato, (1 eq.), CH2Cl2, t.a., 16 h. 

Para os compostos da série 2, as reações dos isocianatos com as aminas descritas acima são 

conhecidas como reações de adição. Especificamente para a formação de uréias, as reações de adição 

envolvem um nucleófilo – as aminas em questão – e o substrato que sofrerá o ataque deste nucleófilo, 

no caso os isocianatos (Esquema 6), resultando na formação de um novo composto, sem que haja 

troca de substituintes na estrutura, como observado em reações de SN.104 
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Esquema 6. Mecanismo de formação da difeniluréia, a partir da anilina (nucleófilo) e do isocianato de fenila. 

A redução das olefinas 9a-d foi feita utilizando paládio em carbono (Pd/C) como catalizador, 

em atmosfera de hidrogênio (H2). Para esta reação, o paládio em superfície de carbono atua 

inicialmente quebrando a ligação existente entre os dois átomos de hidrogênio (H–H), convertendo-

os em espécies atômicas (mais reativas). Subsequentemente, a medida em que o alqueno entra em 

contato com a superfície do metal, que contém adsorvida os hidrogênios, os mesmos adicionam-se 

ao substrato, formando assim o alcano correspondente (Esquema 7).104 Os hidroxamatos 7a-d, 10a-d, 

e 13a-d foram formados pelo mesmo mecanismo reacional descrito para os compostos da série 1. 

 

Esquema 7. Mecanismo de redução do cinamato de metila mediado por paládio. 

A compilação dos compostos finais deste trabalho está apresentada na Figura 10. Para os 

compostos da série 1 (4b-e, 4h), a escolha dos substituintes da posição 6 do sistema purínico (vide 

Figura 9) se deu a partir de padrões encontrados em inibidores de TQ aprovados para uso terapêutico. 

Os substituintes do composto 4b foram baseados na estrutura do sorafenibe; para o composto 4c, os 

substituintes foram baseados na estrutura do pazopanibe; Para o análogo 4d utilizou-se o mesmo 

padrão encontrado para os fármacos gefitinibe, afatinibe, dacomitinibe e pelitinibe; O composto 4e 

apresenta o padrão do vandetanibe. Já o sistema trimetoxilado do composto 4h foi inspirado no padrão 

apresentado pelo fármaco tamatinibe, e o número de grupos metoxilas ligados ao análogo também foi 

variado, sendo considerados os análogos monometoxilado (4f) e dimetoxilado (4g). Para fins de 

comparações entre perfis de atividade biológica, o análogo sem substituintes 4a foi sintetizado. Para 

fins de estabelecimento de REA, a inserção do grupo 4-benzil-hidroxamato (Figura 9) na posição 6 

do núcleo purínico foi avaliada (composto 4i). A variação da posição meta e para do hidroxamato foi 

considerada nos análogos 4j e 4k, que também apresentam inserção de hidroxila à posição 6 do 

sistema purínico. 
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Os compostos da série 2 possuem três padrões de grupos quelantes investigados, sendo eles o 

ácido benzil-hidroxâmico (7a-7d), ácido cinamil-hidroxâmico (10a-d) e o ácido di-hidrocinamil-

hidroxâmico (13a-d). Para o anel A (vide Figura 9), foram sintetizados análogos para-substituídos 

com grupos elétron retiradores (–Cl: 7b, 10b, 13b; –NO2: 7d, 10d, 13d) e elétron doadores (–OCH3: 

7c, 10c, 13c), a fim de se avaliar a influência destes substituintes na atividade biológica destes 

compostos. Por fim, os análogos 7a, 10a, 13a compreendem os análogos não substituídos desta série. 

 

Figura 10. Estruturas dos compostos finais sintetizados neste trabalho. 

Visto que todos os compostos são obtidos em mais de uma etapa, a Tabela 1 apresenta os dados 

de rendimento global e demais dados de caracterização dos análogos. Os compostos foram obtidos 

em rendimentos globais que variaram entre 4% e 86%. De forma geral, os produtos finais que 

apresentaram rendimentos abaixo de 30% foram aqueles que tiveram problemas de solubilidade, seja 

dos materiais de partida envolvidos na rota, seja dos intermediários em questão. Porém, todos os 

compostos finais foram obtidos com massa suficiente para serem conduzidos aos ensaios biológicos. 

A caracterização completa dos intermediários e produtos finais segue descrita na seção 5 deste 

trabalho – Parte Experimental.  
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As reações foram monitoradas por cromatografia em camada delgada e os compostos foram 

purificados por recristalização, precipitação e cromatografia em coluna, quando necessário. De forma 

geral, os intermediários e compostos finais não apresentaram grandes dificuldades para seus 

isolamentos. É digno de nota que os compostos finais submetidos às análises de espectrometria de 

massas apresentaram íons moleculares dentro de valores aceitáveis de desvios, não sendo superiores 

a ± 5 partes por milhão – ppm – conforme apresenta a Tabela 1. 

Tabela 1. Dados gerais e de caracterização dos compostos finais. 

Composto Aspecto Físico 

Rendimento 

Global (%)a,b 

Massas Teórico 

[M + H]+ m/z 

Massas Experimental 

[M + H]+ m/z Purezac 

4a Sólido branco 43 361,1408 361,1414 98,9 

4b Sólido branco 34 463,0892 463,0899 99,6 

4c Sólido branco 37 454,1292 454,1299 98,2 

4d Sólido branco 53 413,0924 413,0926 98,2 

4e Sólido branco 60 457,0418 457,0422 97,8 

4f Sólido branco 50 391,1513 391,1514 95,2 

4g Sólido branco 53 421,1619 421,1610 95,8 

4h Sólido branco 52 451,1724 451,1717 99,7 

4i Sólido branco 71 271,0938 271,0940 98,0 

4j Sólido branco 4 286,0935 286,0943 98,5 

4k Sólido branco 30 308,0760d 308,0785d 99,4 

7a Sólido branco 31 272,1030 272,1025 98,3 

7b Sólido branco 39 306,0640  n.d.e 98,3 

7c Sólido branco 17 302,1135 n.d. 97,8 

7d Sólido amarelo 60 317,0880 n.d. 99,7 

10a Sólido branco 83 298,1186 298,1193 97,0 

10b Sólido amarelo 71 332,0796 n.d. 98,9 

10c Sólido branco 67 328,1292 n.d. 99,9 

10d Sólido amarelo 86 343,1037 n.d. 99,8 

13a Sólido branco 60 300,1343  300,1345 98,1 

13b Sólido branco 57 334,0953 n.d. 97,8 

13c Sólido branco 61 330,1448 n.d. 99,8 

13d Sólido amarelo 10 345,1193 n.d. 99,4 
aCompostos 4a-h, 13a-d: rendimentos globais calculados para três etapas reacionais. bCompostos 4i-k, 7a-d, 10a-d: rendimentos 

globais calculados para duas etapas reacionais. cPureza calculada por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE). O valor 

percentual reportado corresponde ao cálculo de área sobre a curva (AUC) do pico a λ = 254 nm. dValor referente ao íon sodiado 

(m/z = [M + Na]+). O pico [M + H]+ experimental foi 286,0958 (teórico: 286,0935), porém, o mesmo não foi o íon molecular da 
análise. en.d.: não determinado. 

Em relação a caracterização por RMN, os compostos finais apresentaram deslocamentos 

químicos comuns para toda a série, que puderam ser usados para comprovar a formação dos mesmos. 

A Figura 11 mostra os sinais de RMN de 1H e 13C utilizados como referência de formação dos 

compostos de série 1, por serem comuns a toda a série e facilmente identificáveis. Para o exemplo da 

Figura 11, foi utilizado os espectros do composto 4a. Os hidrogênios ligados aos heteroátomos 

(hidrogênios 1-3, Figura 11) são os mais desprotegidos nos espectros e todos se apresentam como 

simpletos largos de integral igual a 1 e deslocamentos químicos médios iguais a 11,1; 9,8; e 9,0 ppm, 

respectivamente. Logo em seguida estão os dois simpletos (4 e 5 na Figura 11), correspondentes aos 

hidrogênios ligados ao anel purínico dos compostos, cada um contendo integral igual a 1 e 

deslocamentos médios de 8,5 e 8,4 ppm, respectivamente. O sinal 6 (Figura 11) é referente ao 



_______________________________________________________________________________________ 29 

_________________________________________________________________________________________ 

Maurício Temotheo Tavares 

simpleto de dois hidrogênios (integral = 2) relativo ao metileno que une o núcleo purínico ao benzil-

hidroxamato, com deslocamento químico em torno de 5,5 ppm. 

 

Figura 11. Padrão de deslocamentos químicos dos compostos da série 1. Solvente: DMSOd6. 

Em relação aos sinais de carbono 13, em torno de 163 ppm é detectado o sinal referente ao 

carbono carboxílico da função hidroxamato (sinal “a”). Os carbonos CH do anel purínico também 

foram utilizados como referência, por apresentarem deslocamentos médios de 152 ppm (“b”, Figura 

11) e 141 ppm (“c”, Figura 11), respectivamente. Os deslocamentos químicos e a intensidade dos 

sinais de carbono do anel aromático pertencente a porção benzil-hidroxamato também foram 

observados para todos os compostos. Os sinais “d” e “e” (Figura 11) foram detectados com 

deslocamentos médios de, respectivamente, 128 e 120 ppm, apresentando o triplo da intensidade dos 

demais sinais de carbonos terciários. Por fim, o sinal do único carbono metilênico (CH2) da estrutura 

(“f”, Figura 11) também foi observado, e apresentou deslocamento químico em torno de 46 ppm em 

média. 
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Para a série 2, o padrão de sinais observado para todos os compostos segue apresentado na 

Figura 12, que utiliza com estrutura de exemplo o composto 7a. Os hidrogênios ligados ao oxigênio 

(sinal 1) e ao nitrogênio (sinal 2) da função hidroxamato se apresentaram como simpletos de 

deslocamentos químicos médios iguais a 11,07 e 8,90 ppm, respectivamente. Os hidrogênios ligados 

aos nitrogênios da função uréia também foram observados como simpletos de deslocamentos 

químicos iguais a 8,89 ppm (sinal 3) e 8,70 ppm (sinal 4), e também serviram como referência para 

a identificação preliminar dos produtos finais desta série. 

 

Figura 12. Padrão de deslocamentos químicos dos compostos da série 2. Solvente: DMSOd6. 

Os carbonos carbonílicos dos análogos da série 2 também auxiliaram na caracterização inicial 

dos produtos, os quais apresentaram deslocamentos médios iguais a 164 e 152 ppm, relativos às 

carbonilas da função hidroxamato (sinal “a”, Figura 12) e da função uréia (sinal “b”, Figura 12), 

respectivamente. Os espectros e demais caracterizações de todos os composto estão apresentados na 

seção 5 deste trabalho – Parte Experimental. 
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3.2 Triagem fenotípica por ensaio de citotoxicidade 

Os ensaios biológicos foram realizados em colaboração com a Profa. Dra. Letícia Veras Costa 

Lotufo, com o Prof. Dr. João Agostinho Machado Neto e a mestranda Larissa Costa de Almeida, que 

prontamente aceitaram nossa proposta de parceria para a triagem dos compostos por meio do ensaio 

de MTT. O ensaio de biorredução do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio), ou sal de tetrazólio, é um método colorimétrico de avaliação da atividade 

metabólica celular.105 O produto final, formazana, de cor azul escura, insolúvel em meio aquoso, pode 

ser quantificado por espectrofotometria após lise celular induzida e solubilização em dimetilsulfóxido 

(DMSO).106 O fundamento desta técnica baseia-se em traçar uma correlação entre a quantidade de 

formazana produzida e a concentração de células viáveis no meio, assim, quanto maior for a 

concentração de células vivas, maior será a taxa de biorredução do MTT e assim a de formazana no 

meio.105 

Com isso, é possível se estimar a taxa de proliferação e viabilidade celular, estando estas células 

expostas aos compostos sintetizados neste trabalho. Primeiramente foram preparadas soluções 50 μM 

de todos os compostos contendo 1% de DMSO. A partir destas soluções, diluições sucessivas foram 

realizadas até a concentração de 3 nM. É importante, para a correta condução dos ensaios, que a 

concentração final de DMSO seja de no máximo 1%, visto que é amplamente conhecido o potencial 

citotóxico do mesmo, quando em concentrações superiores a 2%. É digno de nota que nenhum 

composto apresentou problemas de solubilidade para a condução dos ensaios. Maiores detalhes a 

respeito do método estão apresentados na seção 5 deste trabalho – Parte Experimental. 

A Tabela 2 apresenta os resultados de concentração inibitória 50% (IC50) da triagem fenotípica 

procedida para as duas linhagens de tumores sólidos (MCF-7 e HCT 116) e duas linhagens de tumores 

hematológicos (Jurkat e Namalwa). De forma geral, as linhagens hematológicas foram mais 

suscetíveis a ação dos compostos, se comparadas às ações em linhagens de tumores sólidos. Os 

compostos da série 1 apresentaram capacidade inibitória superior aos compostos da série 2, sendo 

destaque os compostos 4d, 4e, e 4f, que apresentaram, respectivamente, atividades inibitórias iguais 

a 20, 30 e 50 nM contra células Jurkat, e de 40, 40 e 100 nM sobre células Namalwa. É válido ressaltar 

que os valores de atividade determinados para estes compostos foram superiores aos valores 

determinados para os fármacos doxorrubicina e vorinostate, conforme será discutido no próximo 

parágrafo. 

É sabido que tumores hematológicos são mais suscetíveis a ação de inibidores de HDAC e de 

TQ, o que pode ser exemplificado pelo grande número de aprovações clínicas desses fármacos para 

o tratamento de cânceres desta natureza. Ainda assim, os valores de IC50 encontrados para os 
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compostos 4d-f podem ser considerados bastante promissores, visto que foram superiores aos 

determinados para o fármaco amplamente utilizados na terapêutica, doxorrubicina (IC50: 50 nM para 

Jurkat; e 90 nM contra Namalwa), bem como foram superiores à ação inibitória determinada para o 

pan inibidor de HDAC, vorinostate (IC50: 100 nM contra Jurkat; e 110 nM para Namalwa). Neste 

sentido, espera-se que a inibição de uma única isoforma de HDAC – neste caso a HDAC6 – exerça 

ação biológica inferior àquela promovida pela inibição global de todas as isoformas da enzima, isto 

é, de todas as onze isoformas de HDAC existentes. O fato dos compostos 4d-f possuírem potência 

superior a do vorinostate nas linhagens hematológicas pode sugerir duas hipóteses: i) os compostos 

são mais potentes do que o vorinostate; ou ii) os resultados sugerem que os compostos 4d-f podem 

estar exercendo atividade por mecanismos duais e sinérgicos de inibição, o que viria a refletir nos 

valores mais baixos de IC50 encontrados. Para comprovação de tais hipóteses, ensaios de inibição 

enzimática nas enzimas HDAC1-11 e em painel de quinases podem ser conduzidos, trazendo luz aos 

aspectos mecanísticos destes compostos. 

Tabela 2. Dados biológicos dos compostos ensaiados.a 

 Concentração inibitória media – IC50 ± SD (μM)b,c 

 Tumores sólidos  Tumores hematológicos 

Composto HCT116 MCF-7  Jurkat Namalwa 

3b > 50 > 50  > 50 > 50 

4a > 50 > 50  0,20 ± 0,07 0,13 ± 0,04 

4b 2,90 ± 1,60 13,20 ± 4,30  0,25 ± 0,07 0,26 ± 0,06 

4c > 50 > 50  > 50 > 50 

4d 9,30 ± 2,10 9,30 ± 2,10  0,02 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

4e 21,70 ± 8,00 21,70 ± 7,80  0,03 ± 0,01 0,04 ± 0,01 

4f 8,30 ± 5,40 19,50 ± 8,20  0,05 ± 0,02 0,1 ± 0,01 

4g 16,30 ± 5,60 > 50  0,60 ± 0,18 0,50 ± 0,20 

4h > 50 > 50  1,50 ± 0,52 0,80 ± 0,50 

4i > 50 > 50  > 50 > 50 

4j > 50 > 50  > 50 > 50 

4k > 50 > 50  > 50 > 50 

7a 14,71 ± 2,82 > 50  2,50 ± 0,76 0,53 ± 0,14 

7b > 50 > 50  1,06 ± 0,45 0,87 ± 0,46 

7c 22,28 ± 5,27 > 50  8,03 ± 3,07 4,79 ± 1,93 

7d 28,40 ± 6,97 > 50  12,65 ± 3,86 13,25 ± 5,87 

10a 6,49 ± 1,16 > 50  0,16 ± 0,04 0,30 ± 0,09 

10b 29,86 ± 8,44 > 50  0,04 ± 0,01 0,20 ± 0,05 

10c 11,86 ± 3,86 > 50  0,11 ± 0,05 0,46 ± 0,19 

10d 12,57 ± 2,44 > 50  0,09 ± 0,03 0,58 ± 0,22 

13a 16,22 ± 3,66 > 50  1,59 ± 0,72 0,78 ± 0,18 

13b 17,92 ± 7,12 > 50  0,41 ± 0,23 0,37 ± 0,13 

13c 31,03 ± 6,82 > 50  2,80 ± 0,86 1,99 ± 0,83 

13d 6,37 ± 3,17 > 50  0,81 ± 0,32 2,50 ± 0,98 

doxorrubicina 0,50 ± 0,20 1,90 ± 0,70  0,05 ± 0,01 0,09 ± 0,03 

vorinostate 4,20 ± 1,60 > 50  0,10 ± 0,03 0,11 ± 0,04 
aValores obtidos pelo ensaio de biorredução do MTT. bn = 2 experimentos independentes, realizados em duplicatas. 
cSD: desvio padrão, ou standard deviation. 

A Figura 13 correlaciona o padrão estrutural dos compostos mais ativos e menos ativos da série 

1. Como é possível observar, a substituição na posição 6 do núcleo purínico parece exercer influência 

crítica na atividade dos compostos. Observa-se que a ausência de anilinas nesta posição (compostos 

4j e 4k), bem como a presença de anilinas que contenham substituintes polares e hidrofílicos 
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(compostos 4c e 4i) resultaram na perda total de atividade do produto. É digno de nota que a 

substituição do núcleo 6-cloropurínico pode exercer influência crítica na eventual ação dual destes 

compostos, visto que a clássica interação de inibidores de TQ na região de hinge do bolsão de quinases 

(vide Figura 4) requer ao menos um grupo doador de ligação de hidrogênio (HBD – hydrogen-bond 

donor).43 Contudo, estudos de inibição enzimática destes compostos nos respectivos alvos 

representam a forma mais adequada de suportar e dar robustez a esta hipótese, e são considerados na 

seção 4.1 deste trabalho – Perspectivas. 

Por outro lado, observa-se que a medida em que o composto (4a) é substituído por anilinas 

contendo substituintes de maior caráter lipofílico (compostos 4b, 4d, 4e, e 4f), a atividade biológica 

dos compostos também é aumentada. Ademais, para os compostos 4f-h, observa-se que o grau de 

substituição das anilinas por metoxilas afetou a atividade biológica final. É possível observar que, 

para a linhagem Jurkat, a conversão do sistema trimetoxilado (4h) por dimetoxilado (4g) dobrou a 

potência do análogo, ao passo que a conversão do sistema dimetoxilado para monometoxilado (4f) 

aumentou em 12 vezes a atividade do composto (Figura 13). 

 

Figura 13. Relação estrutura-atividade dos análogos da série 1. 
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Estes resultados sugerem que para a série 1, anilinas de caráter lipofílico com menor 

impedimento estérico e menor área de superfície polar possuem melhor capacidade de interação com 

seus alvos biológicos potenciais. Por fim, é possível observar que a ausência do grupo hidroxamato 

comprometeu totalmente a atividade dos compostos, o que é ilustrado na Figura 13 pelos valores de 

atividade do composto 4b e de seu intermediário de síntese 3b, cuja ausência da função quelante 

resultou na perda total de atividade do composto. 

Para a série 2, é possível observar na Figura 14 a influência do tipo de linker (vide Figura 5) na 

atividade dos compostos. De forma geral, a atividade biológica dos análogos aumentou com a 

conversão do linker fenil por cinamil e reduziu com a sua hidrogenação, gerando o linker di-

hidrocinamílico. Em se tratando das atividades em células Jurkat, o linker cinamil causou aumentos 

de, respectivamente, 15, 26, 73 e 140 vezes na atividade dos compostos 10a-d, se comparado aos 

análogos fenílicos 7a-d, fato este que pode ser correlacionado a melhor capacidade dos compostos 

(10a-d) em se acomodar na cavidade de interação, se comparados aos análogos fenílicos. Por outro 

lado, os compostos 13a-d apresentaram prejuízos de, respectivamente, 10, 10, 25 e 9 vezes na 

atividade, se comparados aos análogos cinamílicos. Neste sentido, o linker mais flexível dos análogos 

13a-d parece ter prejudicado a atividade biológica destes compostos, fato que pode estar associado a 

prejuízos entrópicos causados pela ponte etilênica para a formação do complexo ligante-alvo. 

 

Figura 14. Relação estrutura-atividade dos análogos da série 2. Em negrito destaca-se a região de linker dos compostos. 
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Em relação aos substituintes do anel A (vide Figura 9) destes compostos, os análogos para 

clorados (7b, 10b, e 13b) foram os análogos mais potentes para cada um dos linkers testados, o que 

reforça a hipótese de que substituintes lipofílicos podem contribuir positivamente para a atividade 

dos compostos. Porém, para fortalecimento desta hipótese, novos análogos devem ser estudados. 

Notadamente, até o momento não foi possível traçar correlações em relação à para substituição do 

anel A dos compostos da série 2, seja por grupo doadores ou desativadores, os quais não exerceram 

influências significativas na atividade, de forma que não é possível se estabelecer características para 

este padrão de substituição que contribuam positivamente para a atividade dos compostos. 

3.2.1 Estudos de elucidação da ação citotóxica  

Frente aos resultados da triagem fenotípica, fica clara a maior suscetibilidade das linhagens 

hematológicas à ação dos compostos planejados neste trabalho. Neste sentido, os estudos de 

investigação sobre o efeito tóxico dos compostos ativos foram conduzidos nas linhagens Jurkat e 

Namalwa, especificamente para os compostos 4d-f, os mais ativos nos ensaios de citotoxicidade. 

Inicialmente, avaliou-se a cinética de citotoxicidade dos compostos pelo método de MTT com 

incubações de 24, 48 e 72 horas, respectivamente (Figura 15). Os compostos 4d-f apresentaram efeito 

citotóxico tempo-dependente, uma vez que diminuíram-se os valores de IC50 dos análogos a medida 

em que aumentaram-se os tempos de exposição das células tratadas. Neste sentido, a ação tempo-

dependente dos compostos 4d-f foi semelhante àquela observada para o pan inibidor de HDAC, 

vorinostate, bem como para o fármaco doxorrubicina. Adicionalmente, estudos conduzidos por 

Beckers e colaboradores (2012)78 para inibidores duais de HER1-2 e HDAC, análogos do erlotinibe 

(vide Figura 8), reportaram o mesmo comportamento para os compostos mais potentes estudados. 

Mais tarde, Zang e colaboradores (2018) corroboraram estes achados em seus estudos com análogos 

duais do pazopanibe com atividade em VEGFR e HDAC (Figura 8).80 

Para a linhagem Namalwa, foi realizado o estudo do percentual de células em apoptose após 

48 h de tratamento com os compostos 4d-f. As células tratadas com os compostos apresentaram 

aumento significativo de populações celulares em apoptose quando comparadas ao controle 

(Figuras 16 e 17), estando assim marcadas com anexina V, proteína capaz de se ligar à fosfatidilserina 

liberada por células em processo apoptótico.107–109 Adicionalmente, foi avaliado a proliferação celular 

por marcação com Ki67, uma proteína associada com a transcrição de RNA ribossômico, evento 

intimamente relacionado com a proliferação das células (Figura 18).110 Foi observada um importante 

redução de proliferação celular de células Namalwa nos grupos tratados com as IC50 determinadas 

para os compostos 4d-f previamente, e também nos grupos tratados com metade do valor de IC50 

(IC50/2). 
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Figura 15. Cinética dos compostos 4d-f, e dos controles positivos doxorrubicina e vorinostate. Cinéticas efetuadas com 

incubações de 24, 48, e 72 h, em células Jurkat e Namalwa. Os valores de IC50 de cada composto em cada tempo e 

linhagem seguem expressos na imagem. 

Tomados em conjunto, os resultados de apoptose (ensaio com anexina V) e proliferação (ensaio 

com Ki67) complementam os achados de triagem fenotípica por MTT. Conforme apresentado nas 

Figuras 16-18, observou-se que a ação citotóxica dos compostos 4d-f em células Namalwa tem 

relação à resposta das células a dois processos celulares distintos, neste caso a indução de estímulo 

apoptótico e, principalmente, a ação antiproliferativa dos compostos, esta última com maior 

relevância para o efeito citotóxico resultante. Neste sentido, é válido ressaltar os benefícios existentes 

na quimioterapia do câncer com o uso de fármacos cujas respostas terapêuticas sejam oriundas de 
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efeitos citostáticos, especialmente no que se refere à toxicidade e tolerabilidade por parte dos 

pacientes, o que pode ser fator chave para o sucesso do tratamento.111–114 

Os estudos conduzidos para o candidato a fármaco fimepinostate (CUDC-907), bem como para 

os demais inibidores duais de HDAC-TQ (apresentados na Figura 8), indicam que o efeito citotóxico 

destes compostos é oriundo de ação citostática para todas as linhagens descritas nos estudos.77,78,80–82 

Neste sentido, os resultados biológicos obtidos até o momento para os análogos 4d-f, ainda que não 

comprovem de forma inequívoca a ação dual destes análogos, são evidências de que as respostas 

celulares causadas pelo tratamento das células (Namalwa) possuem correlação com aquelas 

reportadas para inibidores HDAC-TQ já descritos na literatura, induzindo respostas bastante 

semelhantes, especialmente em relação aos estudos de avaliação da ação citostática. 

 

Figura 16. Apoptose detectada por citometria de fluxo em células Namalwa tratadas com doxorrubicina (0,4 μM), 

vorinostate (4,0 μM), e com os análogos 4d (0,7 e 1,4 μM), 4e (1,15 e 2,3 μM), e 4f (0,5 e 1,0 μM) por 48 h usando 

método de coloração com anexina V-FITC/7AAD. Os gráficos de pontos representativos são mostrados para cada 

condição; os quadrantes superior e inferior direito (Q2 mais Q3) cumulativamente contêm a população apoptótica (células 

anexina V positivas). FITC: isotiocianato de fluoresceína. 7AAD: 7-aminoactinomicina D. 
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Figura 17. Porcentagens de células Namalwa positivas para anexina V nos grupos DMSO 0,8%, doxorrubicina (0,4 μM), 

vorinostate (4,0 μM), e para os análogos 4d (0,7 e 1,4 μM), 4e (1,15 e 2,3 μM), e 4f (0,5 e 1,0 μM), obtidas por citometria 

de fluxo e marcação com 7AAD e anexina V-FITC. Os resultados são apresentados como média ± SD de três 

experimentos independentes. *(p<0,01); **(p<0,001); ***(p<0,0001), teste ANOVA e pós-teste de Bonferroni, todos os 

pares foram analisados e as diferenças estatisticamente significantes estão indicadas. 

 

Figura 18. (A) Intensidade de fluorescência média (MFI) da Ki67 determinada por citometria de fluxo, após incubação 

de células Namalwa tratadas com DMSO 0,8%, doxorrubicina (0,4 μM), vorinostate (4,0 μM), e com os análogos 4d (0,7 

e 1,4 μM), 4e (1,15 e 2,3 μM), e 4f (0,5 e 1,0 μM) por 48 h. Os traços do histograma são ilustrados por padrão de cores. 

(B) MFI da Ki-67 normalizada para as respectivas células do controle negativo (DMSO 0,8%). Os resultados são 

apresentados como média ± SD de três experimentos independentes. *(p <0,05), teste ANOVA e pós-teste de Bonferroni, 

todos os pares foram analisados e as diferenças estatisticamente significantes estão indicadas. MFI: mean fluorescence 

intensity. 

3.3 Estudos in silico 

Os resultados dos ancoramentos moleculares foram conduzidos nas proteínas HDAC6 (código 

PDB: 5g0i62) e HER1 (código PDB: 4zau115). Mesmo sem informações a respeito da inibição 
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específica desses alvos pelos compostos sintetizados neste trabalho, a escolha foi feita com base em 

estudos preliminares de REA realizados para inibidores de HER145 e HDAC6.50 Estes estudos 

sugerem que o padrão estrutural dos inibidores aqui apresentados tem correlação com inibidores 

destes dois alvos, o que motivou os estudos in silico. A Tabela 3 apresenta os valores de escore dos 

análogos nas simulações de docking para cada um dos alvos. Como é possível observar, os compostos 

ativos da série 1 (4a, 4b, 4d-h, destacados em verde) apresentaram valores médios de escore acima 

de 70 nas simulações procedidas para HDAC6. Já os compostos inativos (4c, 4i-k, destacados em 

vermelho) apresentaram valores inferiores a 69. Curiosamente, para os análogos da série 2, os valores 

médios de escore obtidos foram semelhantes aos observados para os compostos ativos da série 1 

(escores entre 71 e 72), o que sugere que estes compostos possuem capacidades equiparáveis de 

interação com a HDAC6. É válido ressaltar que os achados in silico não devem ser considerados 

isoladamente como fator determinante de avaliação da capacidade dos análogos em inibir a HDAC6. 

Assim, compostos inativos nos ensaios celulares não possuirão, necessariamente, baixa afinidade pelo 

alvo nas simulações, visto que outros fatores podem estar relacionados à ausência de atividade (ex: 

solubilidade, estabilidade e reações com outros substratos intracelulares). 

Tabela 3. Simulações de ancoramento molecular realizadas neste trabalho. 

 Valores de ranqueamento nas simulações de docking  

 Dockings em HDA6 (PDB: 5g0i)a   Dockings em HER1 (PDB: 4zau)b  

Comp.c,d #1 #2 #3 #4 #5 #6 Média  #1 #2 #3 #4 #5 #6 Média 
 

S
ér

ie
 1

 

4ae 70,85 71,72 70,63 69,90 70,15 70,93 70,70 

 

30,14 30,86 29,78 30,88 29,96 29,33 30,16 

4b 74,51 71,88 72,05 73,61 73,98 72,95 73,16 35,27 33,76 34,54 35,76 36,04 36,15 35,25 

4c 67,69 70,04 68,07 70,62 68,24 69,19 68,98 30,65 28,43 29,77 28,47 30,61 27,69 29,27 

4d 73,51 73,86 74,80 72,90 71,65 71,63 73,06 32,88 29,91 30,98 31,48 31,75 30,54 31,26 

4e 70,98 72,59 70,26 70,74 71,66 71,52 71,29 33,52 32,29 30,37 30,00 32,64 33,32 32,02 

4f 72,34 72,50 72,82 72,27 72,21 69,81 71,99 31,67 30,98 32,12 30,85 31,58 31,65 31,48 

4g 77,41 75,76 74,91 79,19 75,91 79,51 77,12 31,28 29,63 31,38 31,81 29,53 31,23 30,81 

4h 77,87 76,36 72,32 73,37 77,10 76,09 75,52 32,72 32,26 31,55 32,38 32,55 32,06 32,25 

4i 66,53 67,62 64,63 68,06 63,91 66,38 66,19 25,71 24,33 25,18 25,40 25,50 25,97 25,35 

4j 62,83 62,95 63,20 62,52 63,71 63,43 63,11 25,62 25,95 25,02 26,01 26,09 26,89 25,93 

4k 64,30 66,20 64,22 64,62 64,62 65,29 64,88 24,36 24,17 24,21 24,27 23,74 24,10 24,14 
 

  
  
  

  
 S

ér
ie

 2
 

7a 69,41 72,89 72,54 73,18 72,58 73,35 72,33 

 

22,85 23,79 23,80 23,67 23,37 23,63 23,52 

7b 70,39 72,59 73,08 73,16 72,75 71,43 72,23 23,72 23,40 23,27 23,84 23,29 23,07 23,43 

7c 69,32 72,28 72,88 73,28 73,00 73,59 72,39 25,18 25,64 26,27 25,53 25,95 24,93 25,58 

7d 71,38 69,09 73,26 73,00 73,13 72,61 72,08 26,08 24,37 24,56 24,33 25,92 24,46 24,95 

10a 70,71 71,44 70,24 71,09 71,71 71,82 71,17 26,64 25,57 26,01 26,41 26,86 25,87 26,23 

10b 71,24 71,92 71,68 71,85 71,55 71,63 71,65 26,78 26,62 27,57 27,37 27,57 27,08 27,17 

10c 71,29 71,79 71,98 71,94 71,51 71,56 71,68 27,03 27,00 26,67 27,18 26,99 27,30 27,03 

10d 68,88 71,36 71,53 71,84 71,48 71,57 71,11 27,49 27,82 29,44 27,72 27,71 28,16 28,06 

13a 71,52 71,46 72,27 71,55 72,37 71,37 71,76 25,70 26,74 27,31 27,12 25,47 26,81 26,53 

13b 69,40 73,25 73,21 73,69 73,60 73,44 72,77 29,04 27,70 28,50 27,63 28,31 27,75 28,16 

13c 70,69 70,79 71,58 71,14 70,45 74,97 71,60 27,75 27,36 27,69 27,50 27,69 28,23 27,70 

13d 74,31 71,42 74,86 69,42 71,96 74,97 72,82 29,08 28,20 29,39 28,94 30,43 28,99 29,17 
 

aSimulações realizadas em sextuplicata, utilizando a função de escore GoldScore. bSimulações realizadas em sextuplicata, 

utilizando a função de escore ASP. cO número de identificação dos compostos da série 1, ativos nos ensaios biológicos, e 

de seus respectivos escores médios seguem destacados em verde na tabela. dO número de identificação dos compostos da 

série 1, inativos nos ensaios biológicos, bem como seus respectivos valores de escores médios estão destacados em vermelho 

na tabela. eOs valores de ranqueamento da série 1 foram representados em esquema de cores para melhor interpretação. 

Compostos ativos destacados em verde e compostos inativos destacados em vermelho. 
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Para as simulações de docking conduzidas na HER1 quinase, o mesmo perfil de ranqueamento 

foi observado para os compostos ativos e inativos da série 1 (Tabela 3). Neste caso, os compostos que 

apresentaram atividade biológica (4a, 4b, 4d-h, destacados em verde) apresentaram valores de escore 

acima de 30, ao passo que os compostos inativos (4c, 4i-k, destacados em vermelho) apresentaram 

escores inferiores a 30. Para a série 2 (Figura 9), as modificações propostas para os análogos do 

sorafenibe compreendem a conversão do sistema N-metilpicolinamídico (em negrito, Figura 19) pelo 

grupo hidroxamato. De acordo com estudos de REA e mecanismo de ação ao nível molecular, a 

porção N-metilpicolinamídica do sorafenibe se liga à região de hinge do bolsão do ATP de quinases 

(Figura 4), e constitui parte fundamental da capacidade de interação do sorafenibe com quinases.116,117 

Neste sentido, modificações deste núcleo tendem a comprometer a afinidade do análogo resultante 

pelo alvo. Com base nos achados experimentais, e com os resultados dos estudos in silico, a potência 

reduzida dos análogos da série 2 (em comparação com os da série 1), bem como os baixos valores de 

ranqueamento desses análogos em HER1 quinase – comparáveis aos ranqueamentos dos compostos 

inativos da série 1 – sugerem que esses análogos possam estar inibindo o proliferação celular apenas 

via inibição de HDA6. Ademais, o fato dos análogos terem tido menor efeito frente às linhagens 

provenientes de tumores sólidos pode ser um fator indicativo de que outras quinases, que não a HER1, 

podem ser alvos destes inibidores. Este fato é suportado pelo fato de receptores de fator de 

crescimento epidermal – como o HER1 – estarem amplificados em uma série de tumores sólidos, 

dentre eles o adenocarcinoma mamário MCF-7.118,119 O fato dos análogos terem exercido menor 

efeito citotóxico em MCF-7 pode estar relacionado a isto, e simulações de docking adicionais, 

realizadas em quinases alternativas como a PI3K, o VEGFR e a Btk quinase podem fornecer novos 

insigths a respeito do modo de ação destes compostos, especialmente em relação aos análogos da 

série 1. Porém, é necessário ressaltar que os ensaios de triagem de inibição enzimática podem 

confirmar a atividade destes compostos frente a cada uma das enzimas. 

 

Figura 19. Conversão do sistema N-metilpicolinamídico do sorafenibe pelo hidroxamato do composto 10b. 

Outro ponto importante de discussão está no fato de as simulações de docking terem sido 

conduzidas em HER1 com a função de escore “ASP”, enquanto as simulações conduzidas para a 
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HDAC6 utilizaram a função “GoldScore” (devido a critérios de validação do método). Estas funções 

utilizam métricas e parâmetros diferentes de ranqueamento das poses de cada ligante e, 

consequentemente, geram valores distintos de pontuação/ranqueamento.120–122 Sendo assim, os 

valores de pontuação obtidos para as simulações de cada alvo não devem ser comparados entre si e, 

tão pouco, retratam diferenças de afinidade entre os alvos estudados.123 Assim, os valores encontrados 

podem ser comparados dentro da própria análise, isto é, resultados obtidos com a função “GoldScore” 

em HDAC6 devem ser comparados com os demais resultados de HDAC6, e o mesmo se aplica para 

a função “ASP” em HER1.124 

O modo de interação dos compostos com os alvos moleculares estudados neste trabalho foram 

avaliados após as simulações de docking. A pose mais frequente e de maior ranqueamento de cada 

análogo foi isolada e analisada minuciosamente. As poses dos compostos mais ativos (4d-f, e 10b) 

dispostos no interior da cavidade catalítica da HDAC6 seguem apresentadas na Figura 20. O 

composto 4d (Figura 20A) apresentou coordenação monodentada com zinco, algo observado para 

outros inibidores seletivos de HDAC6 reportados na literatura, como o nexturastate A.62 Ademais, a 

função hidroxamato do composto 4d estabeleceu duas ligações de hidrogênio adicionais no fundo da 

cavidade de interação, com os aminoácidos Gly582 e Asp612. Na região do linker (vide Figura 20A) 

o composto realizou interações hidrofóbicas com Phe583, His614 e Phe643, interações comumente 

observadas para inibidores de HDAC6.62 Interações adicionais na região do cap também foram 

observadas para o composto 4d. Nesta região de interação, o núcleo purínico do composto estabeleceu 

uma interação hidrofóbica adicional com Phe642; e a região do anel 3-cloro-4-fluoroanilina uma 

interação de hidrogênio importante com Arg636, do tipo NH...F. Interações semelhantes foram 

observadas para o composto 4e (Figura 20B). Porém, para este análogo, é necessário destacar a 

clássica coordenação bidentada com Zn2+
, a qual também é descrita para diversos inibidores de 

HDAC6.125 Além disso, a região do anel 4-bromo-2-fluoroanilina do composto 4e estabeleceu duas 

ligações de hidrogênio com a cadeia lateral da Ala641 (OH...F) e da Asn645 (NH...F), bem como com 

a cadeia lateral da Ser531 (OH...N). O composto 4f (Figura 20C) apresentou coordenação 

monodentada com zinco e foi o análogo que estabeleceu menos interações de hidrogênio com a 

HDAC6, no caso, com o Asp612 no fundo da cavidade, e com a Ser531 na região do cap. 

Curiosamente, o composto 4f foi um dos mais ativos da série 1, fato que, tomado em conjunto com 

os resultados de ancoramento molecular, pode sugerir que o número de interações polares efetuadas 

ao longo da cavidade da HDAC6 não necessariamente refletem em maior potência ou ação citotóxica 

dos análogos. O análogo da série 2 apresentado na Figura 20D – composto 10b – foi único composto 

que não estabeleceu interações na região do cap da enzima. A disposição linear destas uréias impediu 
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que todos os análogos da série 2 estabelecessem interações adicionais na superfície da cavidade da 

HDAC6. 

 
Figura 20. Estudos de docking procedidos para HDAC6. As poses apresentadas são as mais frequentes e melhor 

ranqueadas para cada um dos análogos. (A) Pose do composto 4d (carbonos em laranja). (B) Pose do composto 4e 

(carbonos em ciano). (C) Pose do composto 4f (carbonos em magenta). (D) Pose do composto 10b (carbonos em azul 

marinho). (E) Estrutura empírica do nexturastate A (carbonos em verde) ligada ao domínio catalítico CD2 da HDAC6, 

determinada por Miyake e colaboradores (2016)62 – código PDB: 5g0i. (F) Poses dos análogos 4d-f e 10b sobrepostas à 

estrutura empírica do nexturastate A no interior da cavidade catalítica (CD2) da HDAC6. A estrutura cartoon da proteína, 

e seus carbonos, estão representados em branco. Átomo de zinco (Zn2+) representado como esfera cinza escura. Oxigênio 

representado em vermelho. Nitrogênio representado em azul. Enxofre representado em amarelo. Flúor representado em 

ciano. Cloro representado em verde. Bromo representado em vinho. Ligações de hidrogênio e coordenações com Zn2+ 

representadas por linhas verdes tracejadas. Distâncias interatômicas em angstrons (Å). 
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No fundo da cavidade, o composto 10b apresentou coordenação monodentada com Zn2+ e 

ligações de hidrogênio com Cys584 (SH...NH), Asp612 (OH...O), e Glu742 (O...OH). Na região de 

linker, as mesmas interações hidrofóbicas observadas para os demais análogos foram observadas (a 

saber, com Phe583, His614 e Phe643). As Figuras 20E e 20F permitem análises comparativas entre 

as poses obtidas para os compostos 4d-f e 10b e a estrutura empírica do nexturastate A.62 Como pode 

ser observado, o nexturastate A explora a cavidade de interação de forma bastante semelhante aos 

análogos, estabelecendo interações hidrofóbicas do tipo π–stacking com as cadeias laterais da Phe583 

e Phe643, além de ligação de hidrogênio com Tyr745 (OH...O) e coordenação do tipo monodentada 

com zinco no fundo da cavidade, do tipo Zn2+...O (Figura 20E).62 Neste sentido, a sobreposição dos 

análogos 4d-f e 10b na superfície da cavidade de interação da HDAC6 (Figura 20F) indica que a 

exploração da cavidade de interação na região de linker e ZBG é semelhante à reportada para o 

nexturastate A.62 Interessantemente, para a região de cap a natureza dos substituintes polares dos 

compostos 4d-f permitiram que os compostos sofressem ajustes induzidos em suas conformações, 

que viabilizaram o estabelecimento de interações adicionais na superfície da cavidade, o que não é 

observado para o nexturastate A. Notadamente, a região de cap do nexturastate A carece de 

substituintes polares que viabilizem interações polares na superfície, o que pode ter relação com a 

disparidade conformacional existente na região de cap entre os compostos 4d-f e o nexturastate A. 

Neste sentido, Bergman e colaboradores (2012)59 reportaram valores de concentração inibitória de 

50% do crescimento (GI50) para o nexturastate A e para a tubastatina A (GI50: 14,3 μM e 40,5 μM, 

respectivamente – Figura 6B), determinadas em células de melanoma murino B16. Ainda que os 

compostos 4d-f não tenham sido ensaiados em linhagem B16, é possível se traçar um paralelo entre 

as atividades em tumores sólidos, encontradas para estes compostos, o nexturastate A, e a 

tubastatina A. Os achados de atividade biológica dos compostos 4d-f em HCT116 e MCF-7 (Tabela 

2 e Figura 13) indicam que estes compostos podem, potencialmente, apresentar atividade aprimorada 

em tumores sólidos se comparados ao nexturastate A e à tubastatina A, uma vez que apresentarem 

valores de IC50 entre 9,3 μM e 21,7 μM nestas linhagens. A possível melhoria de atividade em 

linhagens sólidas destes análogos pode estar associada à melhor eficiência de exploração da cavidade 

de interação de seus alvos, como a HDAC6. Contudo, a ausência de dados de atividade do 

nexturastate A e da tubastatina A para as linhagens testadas neste estudo, bem como a ausência – até 

o momento – de dados de atividade inibitória dos análogos 4d-f e 10b frente a HDAC6 e às demais 

isoformas de HDAC, inviabilizam análises mais aprofundadas de correlação entre estes compostos, 

o que oportunamente poderá ser feito, com base no perfil inibitório destes análogos frenta às onze 

isoformas de HDAC. 
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Para o composto 10b, foi observada uma disposição linear na cavidade da HDAC6, com o 

sistema 4-clorofenilureia exposto ao solvente. Consequentemente, é possível observar que o análogo 

10b foi aquele que explorou a cavidade catalítica mais a fundo e de forma mais equivalente ao 

nexturastate A, o que em parte pode estar associado ao sistema linear cinamílico dos análogos 10a-d, 

que devido ao sistema olefínico α,β-insaturado, torna a região de linker destes análogos mais rígida 

(comparado aos análogos 13a-d), e volumosa (se comparado aos análogos da série 1 e aos compostos 

7a-d). 

As poses mais frequentes e de maior ranqueamento dos compostos mais ativos (4d-f, e 10b), 

dispostos no interior da cavidade catalítica da HER1 quinase seguem apresentadas na Figura 21. 

Todos os compostos avaliados (4d-f e 10b) apresentaram interações hidrofóbicas com as cadeias 

laterais dos aminoácidos Leu718, Ala743 e Leu844, as quais exercem importância na formação do 

complexo ligante-alvo para HER1 quinase, e são reportadas para outros inibidores descritos na 

literatura.45 Ademais, todos os compostos estabeleceram ligações de hidrogênio com o backbone do 

aminoácido Met793, situado na região de hinge da HER1 quinase (vide Figura 4), e que é considerado 

um ponto de interação crucial não apenas para inibidores de HER, mas também de outros receptores 

e enzimas TQ como VEGFR, PDGFR, e Btk quinase.34,35 

Curiosamente, as simulações de docking apontaram duas poses possíveis (em frequências 

semelhantes) para os análogos. Como é possível observar para o composto 4d (Figura 21A), a porção 

hidroxamato do composto ficou exposta à região do solvente (vide Figura 4), ao passo que os 

compostos 4e, 4f e 10b (Figura 21B-D) apresentam a função hidroxamato estabelecendo ligações de 

hidrogênio com Asp855 (4e e 4f) ou Glu762 e Thr854 (10b), situados na região do sítio de ligação 

da ribose (vide Figura 4). Para esta região, o análogo 4d estabeleceu uma ligação de hidrogênio 

adicional com a cadeia lateral da Lys745 (NH...F, Figura 21A). A exposição da função hidroxamato 

ao solvente, ou a interação da mesma com aminoácidos do sítio de interação da ribose foi observada 

para todos os análogos, em frequência praticamente semelhante. É digno de nota que todas as poses 

dos inibidores que apresentaram a função hidroxamato exposta ao solvente, estabeleceram apenas 

uma ligação de hidrogênio com o backbone da Met793, sendo esta estabelecida entre o nitrogênio 

peptídico (do aminoácido) e o nitrogênio 3 do anel purínico dos inibidores da série 1 (interação do 

tipo NH...N); ou o nitrogênio para-cinamílico do composto 10b da série 2 (interação do tipo O...NH). 

Para as poses em que o hidroxamato voltou-se ao sítio da ribose, duas ligações de hidrogênio foram 

estabelecidas com o backbone da Met793, incluindo o análogo 10b da série 2. Surpreendentemente, 

o composto 10b estabeleceu duas ligações de hidrogênio a partir de sua função ureia (Figura 21D). 

Estes achados sugerem que os compostos da série 2 podem, potencialmente, interagir com HER1 

mesmo sem apresentar o núcleo N-metilpicolinamídico (vide Figura 19). É importante ressaltar que, 
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até o momento, as evidências experimentais reportadas para inibidores de quinase que possuem 

função uréia em suas estruturas não indicam a existência de interações de hidrogênio entre a uréia do 

composto, e a região de hinge da cavidade.116,117,126 

 

Figura 21. Estudos de docking procedidos para HER1 quinase. As poses apresentadas são as mais frequentes e melhor 

ranqueadas para cada um dos análogos. (A) Pose do composto 4d (carbonos em laranja). (B) Pose do composto 4e 

(carbonos em ciano). (C) Pose do composto 4f (carbonos em magenta). (D) Pose do composto 10b (carbonos em azul 

marinho). (E) Estrutura empírica do osimertinibe (carbonos em verde) ligado à cavidade de interação do ATP da HER1 

quinase, determinada por Yosaatmadja e colaboradores (2015)115 – código PDB: 4zau. (F) Poses dos análogos 4d-f e 10b 

sobrepostas à estrutura empírica do osimertinibe na cavidade catalítica da HER1 quinase. A estrutura cartoon da proteína, 

e seus carbonos, estão representados em branco. Oxigênio representado em vermelho. Nitrogênio representado em azul. 

Enxofre representado em amarelo. Flúor representado em ciano. Cloro representado em verde. Bromo representado em 

vinho. Ligações de hidrogênio representadas por linhas verdes tracejadas. Distâncias interatômicas em angstrons (Å). 
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Assim, caso esta interação esteja ocorrendo de fato para os análogos da série 2, ela que pode 

ser comprovada por ensaios de inibição enzimática. Adicionalmente, estudos de caracterização da 

disposição preferencial destes análogos perante o alvo podem ser conduzidos para maior elucidação 

do mecanismo ao nível molecular destes análogos com a HER1 quinase, como a cristalografia de 

raios-X de complexos ligante-proteína e cálculos semiempíricos de energia de interação, estes últimos 

com capacidade de determinação de valores teóricos de energia livre (ΔG°) para cada uma das poses 

ancoradas, indicando aquelas mais favoráveis energeticamente.127 

As Figuras 21E e 21F permitem análises comparativas entre as poses obtidas para os compostos 

4d-f e 10b e a estrutura empírica do osimertinibe.115 Como pode ser observado, o osimertinibe explora 

a região de hinge da cavidade de interação de forma bastante semelhante aos análogos, estabelecendo 

duas interações de hidrogênio com o backbone da Met793, de forma semelhantes aos compostos 4e, 

4f, e 10b. Contudo, o osimertinibe estabelece uma ligação de hidrogênio adicional com o backbone 

da Cys797 (do tipo NH...O) e não explora a cavidade de interação do fosfato, sendo importante 

ressaltar que este fármaco é considerado de segunda geração para a classe dos inibidores de HER, por 

se tratar de um inibidor irreversível.128,129 

Neste sentido, o mecanismo de ação canônico do osimertinibe prevê o ataque nucleofílico da 

acrilamida pela cadeia lateral da Cys797.129 Porém, o cristal utilizado nas simulações foi obtido para 

a proteína selvagem, sem que o ataque nucleofílico ao osimertinibe tenha ocorrido.115 Assim, como 

pode ser observado na Figura 21F, os compostos 4d-f e 10b exploram de forma mais eficiente a região 

do fosfato da HER1 quinase se comparados ao osimertinibe que, contudo, exerce sua ação inibitória 

mediante ligação covalente com o alvo. É possível observar que, independente da orientação da 

porção hidroxamato das moléculas na cavidade, o espaço molecular ocupado pelos ligantes é bastante 

semelhante ao do osimertinibe, fato que pode estar relacionado com as interações com o backbone da 

Met793, na região de hinge. 

3.3.1 Visão geral da REA proposta para os compostos das séries 1 e 2 

Face ao exposto, os achados biológicos em associação às observações decorrentes das 

simulações de docking molecular permitem a proposição de mapas de REA para cada uma das séries 

propostas e sintetizadas neste trabalho. Como é possível observar no modelo geral proposto para a 

série 1 (Figura 22), a presença de anilinas na posição 6 do anel purínico foi essencial para a atividade 

dos compostos, o que em parte pode estar associado à presença da tríade de nitrogênios que é capaz 

de mimetizar o mesmo padrão apresentado pela adenina do ATP. Da mesma forma, o sistema 

benzílico ligado ao nitrogênio 9 do anel purínício parece ser importante para a manutenção da 

seletividade dos compostos para HDAC6, embora ensaios enzimáticos sejam necessários para 
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reforçar esta hipótese de interação. Por fim, a função hidroxamato provou-se essencial para a 

atividade dos compostos, o que foi comprovado por ensaios efetuados com o intermediário avançado 

de síntese 3b (Tabela 2 e Figura 13). 

 
Figura 22. Modelo de REA proposto para os análogos da série 1. 

Para os compostos da série 2 (Figura 23), o mesmo perfil da série 1 pode ser associado à função 

hidroxamato dos compostos desta série. Porém, para a região de linker, o sistema cinamílico – rígido 

e linear – apresentado pelos compostos 10a-d foi aquele que conferiu os análogos mais potentes da 

série. Curiosamente, este tipo de linker é encontrado em dois fármacos inibidores de HDAC, o 

belinostate e o panobinostate (Figura 5). As simulações de docking apontaram a capacidade da função 

uréia em estabelecer ligações de hidrogênio com a região de hinge de quinases (HER1), ainda que 

estudos de inibição enzimátiza possam confirmar essa hipótese de interação. Até o momento não foi 

possível estabelecer relações de contribuição de para-substituintes para o anel A (Figura 9) dos 

compostos, e estudos adicionais são necessários para melhor compreensão do perfil de substituição 

desta região. 

 
Figura 23. Modelo de REA proposto para os análogos da série 2.  
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4. Conclusão 
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Neste trabalho foram planejados inibidores seletivos da enzima HDAC6, com atividade dual 

frente a enzimas TQ. Foram planejadas duas séries de compostos com base em estudos prévios de 

REA a respeito de inibidores destes dois alvos. Foram sintetizados 11 compostos pertencentes a série 

1, que apresenta núcleo purínico substituído nas posições 6 e 9 com anilinas e grupo quelante de 

zinco, respectivamente. Para a série 2 foram sintetizados 12 compostos planejados com base na 

estrutura do sorafenibe. Todos os 23 compostos planejados foram sintetizados, isolados e 

caracterizados. Os compostos foram obtidos em duas ou três etapas sintéticas em rendimentos globais 

que variaram entre 4 e 86%. As rotas sintéticas empregadas utilizaram estratégias clássicas de síntese 

orgânica, de baixo custo geral e facilmente extrapoláveis para escalas industriais. Todos os compostos 

obtidos são inéditos, excetuando o análogo 10b, e foram encaminhados aos ensaios de triagem 

biológica. 

Os compostos foram ensaiados em quatro linhagens tumorigênicas sendo duas dessas linhagens 

provenientes de tumores sólidos e duas provenientes de tumores hematológicos. Os compostos da 

série 1 apresentaram os maiores valores de atividade pelo ensaio de MTT. As linhagens 

hematológicas foram mais sensíveis à ação dos compostos, fato amplamente reportado em literatura 

para inibidores de HDAC6 e TQ. Apenas os compostos 4b, 4d-f foram ativos contra células MCF-7 

de carcinoma mamário. Os compostos 4d-f apresentaram valores de atividade superiores aos do 

controle positivo vorinostate em todas as linhagens, exceto HCT116 (adenocarcinoma colorretal). Os 

compostos 4d-f apresentaram valores de atividade ligeiramente superiores aos do controle positivo 

doxorrubicina nas duas linhagens hematológicas testadas. O padrão de substituição das anilinas 

ligadas à posição 6 do núcleo purínico dos análogos da série 1 parece exercer influência na atividade 

dos compostos. Para a série 2, o núcleo cinamílico gerou os análogos mais ativos da série (10a-d). 

As substituições em para do anel A dos compostos da série 2, por grupo doadores ou desativadores 

não exerceram influências significativas na atividade, de forma que não é possível, até o momento, 

se estabelecer características para esta posição que influenciem positivamente a atividade dos 

compostos. 

Os estudos preliminares de elucidação do mecanismo de ação citotóxica executados para os 

compostos 4d-f indicam que a citotoxicidade apresentada pelos compostos em células Namalwa 

deriva majoritariamente de ação citostática, e também de estímulo apoptótico. Este fato possui 

correlação com resultados reportados para outros inibidores duais HDAC-TQ descritos na literatura, 

e pode representar um importante ganho para estes compostos quanto à toxicidade e efeitos adversos. 

Os achados in silico permitiram a elaboração de hipóteses sobre o modo de interação ao nível 

molecular destes compostos. Os inibidores da série 1 apresentaram padrão mono e bidentado de 

quelação com o zinco, nas simulações procedidas em HDAC6, com ligeira preferência para o modo 
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monodentado de interação. Todos os compostos da série 2 apresentaram o padrão monodentado de 

quelação. Em relação à superfície da enzima HDAC6, os análogos da série 1 foram capazes de 

estabelecer interação na região de cap dos compostos, ao passo que os análogos da série 2 

estabeleceram interação somente ao longo da região de linker e no fundo da cavidade de interação 

(com o Zn2+ e cadeias laterais de aminoácidos). Estudos de docking efetuados para a proteína HER1 

quinase indicaram dois perfis de interação para os compostos, que variaram de acordo com a 

orientação da porção hidroxamato na cavidade de interação. Os achados sugerem a possível 

orientação do grupo hidroxamato sentido à área exposta ao solvente, ou ainda estabelecendo 

interações de hidrogênio com o bolsão de interação da ribose (Figura 4). Todos os compostos 

estabeleceram interações de hidrogênio importante com o aminoácido Met793 situado na região de 

hinge da enzima. 

Mesmo sem análises probatórias específicas, o presente trabalho apresenta os primeiros 

potenciais inibidores duais de enzimas HDAC6 e HER1 reportados na literatura, que possuem 

elevado potencial de proteção intelectual e aplicabilidade para o tratamento do câncer. 

4.1 Perspectivas 

Frente aos resultados iniciais promissores deste projeto, as seguintes etapas estão sendo 

conduzidas, ou serão conduzidas em breve: 

 Ensaios de inibição enzimática frente às onze isoformas de HDAC (HDAC1-11). 

Avaliação de seletividade para HDAC6; 

 Ensaios de inibição enzimática frente a um painel de quinases. Avaliação de 

seletividade para HER1; 

 Avaliação da citotoxicidade em linhagens não tumorigênicas. Estabelecimento do 

índice de seletividade para linhagens tumorigênicas; 

 Estudos mecanísticos aprofundados. Determinação das vias de sinalização de indução 

de morte celular; 

 Avaliação preliminar de parâmetros farmacocinéticos (estudos PK). Determinação 

de propriedades farmacocinéticas para posterior condução de estudos in vivo ou 

possíveis otimizações nas estruturas dos compostos (ex: curva de solubilidade, ensaio 

de permeabilidade por PAMPA e células Caco-2, teste de conjugação à albumina sérica, 

estabilidade microssômica, e genotoxicidade por teste Ames); 

 Estudos in vivo. Estudos iniciais de segurança e eficácia em modelos xenográfico de 

camundongos. 
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5. Parte Experimental 
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5.1 Síntese e caracterização dos compostos 

Foram utilizados vidrarias e equipamentos comumente empregados na rotina de laboratórios de 

síntese orgânica. Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos comercialmente dos fornecedores 

Synth™, Merck™, Sigma-Aldrich-Merck™, e Oakwood Chemicals™. A síntese dos compostos foi 

acompanhada por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC), utilizando cromatofolhas 

de alumínio e sílica gel GF254 (Merck-Millipore™) reveladas por luz ultravioleta (UV, λ: 254 nm) e 

solução reveladora de ninidrina, vanilina e molibdato. Os compostos foram purificados por 

precipitação, recristalização, cromatografia em coluna com sílica gel (tamanho de poro: 60 Å), ou 

cromatografia líquida automatizada com colunador automático Isolera Prime® (Biotage™).  

A pureza dos compostos foi determinada por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

utilizando o cromatógrafo Shimadzu™ Proeminence®, com coluna analítica C-18 Gemini® (5 μm, 

150 x 4,6 mm). As corridas cromatográficas foram monitoradas por arranjo de diodos (PDA) e o 

cromatograma apresentado reflete ao perfil da amostra em 254 nm. A fase móvel utilizada foi água-

acetonitrila (5-100%), contendo 0,1% de ácido trifluoroacético e fluxo de 1 mL/minuto. O tempo total 

de corrida das análises foi de 25 minutos e o volume de injeção das amostras igual a 20 μL.  

Os intermediários de síntese e compostos finais de síntese foram caracterizados por 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) de hidrogênio e carbono-13 (1H/13C), 

utilizando espectrômetro Brucker™ Advanced-DPX-300® nas frequências 300 MHz e 75 MHz, 

respectivamente. Os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6, 

Cambridge Isotope Laboratories™) ou clorofórmio deuterado (CDCl3, Sigma-Aldrich™). Os 

deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão (ppm). Para calibração interna das 

análises, utilizou-se o sinal residual dos solventes ou tetrametilsilano (TMS). As multiplicidades dos 

sinais foram reportadas como simpleto (s), simpleto largo (sl), simpleto aparente (sa), dubleto (d), 

tripleto (t), tripleto aparente (ta), duplo-dubleto (dd), quarteto (q) e multipleto (m). As constantes de 

acoplamento (J) dos sinais foram expressas em Hertz (Hz). Os compostos finais também foram 

caracterizados por espectrometria de massas de alta resolução (HRMS – high-resolution mass 

spectrometry) com o auxílio de um espectrômetro MicroToF® Bruker Daltonics™ acoplado a uma 

fonte ionizadora por elétron spray (ESI – electrospray ionization) e a um cromatógrafo (CLAE) 

Waters™. Foram consideradas aceitáveis as análises cujos íons moleculares (m/z) determinados 

experimentalmente apresentaram desvios menores ou iguais a ±5 ppm em relação aos m/z teóricos. 

A descrição dos métodos sintéticos gerais estão descritas a seguir, e utilizam como exemplo as 

rotas de síntese dos compostos 4a, e os intermediários 6a e 12a. 
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5.1.1 Procedimento geral A 

 

N-fenil-9H-purin-6-amina (2a): Em uma suspensão de 6-cloropurina (1, 0,773 g, 5 mmol, 1 eq.) 

e anilina (0,456 mL, 5 mmol, 1 eq.) em 10 mL de isopropanol, foram adicionados 0,4 mL de HCl 

concentrado (4 mmol, 0,8 eq.). A suspensão foi mantida em refluxo e agitação constante por 18 h. A 

mistura resultante foi filtrada a vácuo e lavada com isopropanol (3 x 30 mL). O filtrado foi 

ressuspendido em 50 mL de solução saturada de bicarbonato de sódio (NaHCO3), e mantido em 

agitação por 10 minutos. A suspenção foi filtrada a vácuo, lavada com água (3 x 30 mL), e seca em 

bomba de vácuo para a obtenção do produto 2a como um sólido verde (1,05 g, >99%). 

5.1.2 Procedimento geral B 

 

4-((6-(fenilamino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3a): Em um balão de fundo 

redondo, foram adicionados 0,401 g do intermediário 2a (1,9 mmol, 1 eq.), 0,435 g de 4-

bromometilbenzoato de metila (1,9 mmol, 1 eq.), e 0,788 g de carbonato de potássio anidro (K2CO3, 

5,7 mmol, 1 eq.) em 20 mL de acetona. A mistura foi mantida em agitação constante e refluxo por 

18 h. A reação foi interrompida com 20 mL de H2O e extraída com acetato de etila (EtOAc, 3 x 20 

mL). A fase orgânica combinada foi lavada com solução de Brine, seca com sulfato de sódio anidro 

(Na2SO4) e concentrada em evaporador rotativo. O produto bruto foi purificado por cromatografia 

em coluna utilizando como eluente diclorometano–metanol (DCM–MeOH; 9,5:0,5) para a obtenção 

do produto 3a como um sólido branco (0,432 g, 63%). 
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5.1.3 Procedimento geral C 

 

N-hidroxi-4-((6-(fenilamino)-9H-purin-9-il)metil)benzamida (4a): Em um balão de fundo 

redondo, 0,243 g de hidróxido de sódio (NaOH, 6,08 mmol, 8 eq.) foi dissolvido em 1,059 mL de 

solução aquosa de hidroxilamina (50% p/v, 38 mmol, 50 eq.) a 0 °C. Então, foi adicionada gota a 

gota uma solução contendo o intermediário 3a (0,273 g, 0,76 mmol, 1 eq.) em tetraidrofurano (THF) 

e metanol (1:1, 6 mL). A mistura foi mantida em agitação constante e em temperatura ambiente por 

2 h. A solução resultante foi neutralizada com HCl 2 N e vertida em 20 mL de água gelada. A 

suspensão resultante foi filtrada a vácuo, lavada com água gelada (3 x 30 mL), e seca em bomba de 

vácuo para a obtenção do produto final 4a como um sólido branco (0,190 g, 69%). 

5.1.4 Procedimento geral D 

 

4-(3-fenilureido)benzoato de metila (6a): Em uma solução de 4-aminobenzoato de metila (5, 

0,756 g, 5 mmol, 1 eq.) em DCM (10 mL) foi adicionado 0,545 mL de isocianato de fenila. A mistura 

foi mantida em agitação constante a temperatura ambiente, em atmosfera inerte (argônio), por 16 h. 

A suspensão resultante foi filtrada a vácua e lavada com DCM (3 x 30 mL) para a obtenção do 

composto final 6a como um sólido branco (0.422 g, 31%). 

5.1.5 Procedimento geral E 

 

3-(4-(3-fenilureido)fenil)propanoato de etila (12a): Em uma solução do intermediário 9a 

(0,310 g, 1 mmol, 1 eq.) em etanol (15 mL), foi adicionado 0,120 g de paládio em carbono 10% 

(10% Pd/C) a 0 °C. Então, a reação foi mantida em agitação constante e temperatura ambiente, em 
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atmosfera de hidrogênio (H2), por 16 h. O produto bruto foi filtrado em Celite® e concentrado, para 

obtenção do produto final como um sólido branco (0,312 g, quant.).  

5.1.6 Caracterização dos intermediários de síntese e compostos finais 

 

N-fenil-9H-purin-6-amina (2a): Intermediário sintetizado de acordo com o procedimento 

geral A. Sólido verde (1,05 g, >99%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,72 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 

8,30 (s, 1H), 7,99 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,35 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,04 (t, J = 7,3 Hz, 1H). 13C RMN (75 

MHz, DMSO-d6) δ 151,8, 151,5, 151,3, 140,2, 139,8, 128,4, 122,3, 120,5, 118,6. 

 

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

acordo com o procedimento geral B. Sólido branco (0,432 g, 63%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 9,89 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,01 – 7,91 (m, 4H), 7,45 (d, J = 6,7 Hz, 2H), 7,33 (t, J = 

7,0 Hz, 2H), 7,04 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 5,55 (s, 2H), 3,84 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 

165,8, 152,1, 152,0, 149,7, 142,2, 141,8, 139,6, 129,6, 129,0, 128,3, 127,7, 122,6, 120,8, 119,7, 52,1, 

46,0. 

 

N-hidroxi-4-((6-(fenilamino)-9H-purin-9-il)metil)benzamida (4a): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,190 g, 69%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 11,19 (s, 1H), 9,87 (s, 1H), 9,04 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,96 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,74 

(d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,33 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,04 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 5,51 

(s, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 152,1, 152,0, 149,6, 141,7, 139,8, 139,6, 132,3, 
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128,3 (2C), 127,4 (2C), 127,3 (2C), 122,6, 120,8 (2C), 119,7, 46,0. ESI HRMS calc. para 

C19H17N6O2: [M + H]+, m/z 361,1408. Achado 361,1414. Pureza: 98,9% (254 nm). 

 

N-(4-cloro-3-(trifluorometil)fenil)-9H-purin-6-amina (2b): Intermediário sintetizado de acordo 

com o procedimento geral A. Sólido cinza (1,302 g, 83%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 10,25 

(sl, 1H), 8,64 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,37 (d, J = 1,8 Hz, 1H), 8,33 (s, 1H), 7,64 (d, J = 8,9 

Hz, 1H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 152,0, 151,3, 150,8, 141,4, 139,7, 131,6, 126,4 (d, J = 31 

Hz, 1C), 122,9 (d, J = 272 Hz, 1C), 121,1, 119,1, 118,6. 

 

4-((6-((4-cloro-3-(trifluorometil)fenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3b): 

Intermediário sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido amarelo claro (0,576 g, 

62%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 10,41 (s, 1H), 8,63 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,50 (s, 1H), 8,35 

(d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,94 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,66 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,57 

(s, 2H), 3,84 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,8, 151,9, 151,5, 150,0, 142,5, 142,0, 

139,4, 131,6, 129,6 (2C), 129,1, 127,7 (2C), 126,7, 126,6, 124,9, 124,5 (d, J = 262 Hz, 1C), 120,0, 

119,0, 52,1, 46,1. 

 

4-((6-((4-cloro-3-(trifluorometil)fenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)-N-hidroxibenzamida (4b): 

Produto final sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,311 g, 67%). 1H 
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RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,22 (s, 1H), 10,45 (s, 1H), 9,07 (s, 1H), 8,68 (s, 1H), 8,58 (s, 1H), 

8,54 (s, 1H), 8,40 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,78 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,45 (d, J = 

7,9 Hz, 2H), 5,57 (s, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 151,9, 151,4, 149,9, 142,5, 139,7, 

139,4, 132,3, 131,6, 127,4 (2C), 127,3 (2C), 126,7, 124,9, 124,5 (d, J = 260 Hz, 1C), 121,1, 120,0, 

118,9, 46,1. ESI HRMS calc. para C20H15ClF3N6O2: [M + H]+, m/z 463,0892. Achado 463,0899. 

Pureza: 99,6% (254 nm). 

 

5-((9H-purin-6-il)amino)-2-metilbenzenosulfonamida (2c): Intermediário sintetizado de 

acordo com o procedimento geral A. Sólido marrom (1,381 g, 91%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 9,96 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 8,39 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 8,02 (d, J = 6,2 Hz, 1H), 7,50 – 7,10 (m, 3H), 

2,56 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 151,7, 151,6, 151,2, 142,0, 140,5, 137,8, 132,2, 129,2, 

123,5, 119,3, 118,5, 19,2. 

 

4-((6-((4-metil-3-sulfamoilfenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3c): Interme-

diário sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido branco (0,404 g, 45%). 1H RMN 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 10,15 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,04 – 7,91 (m, 3H), 

7,45 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,38 – 7,27 (m, 3H), 5,56 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 2,56 (s, 3H). 13C RMN (75 

MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 152,1, 151,9, 149,8, 142,1, 142,0, 137,6, 132,1, 129,6, 129,5, 129,1, 127,7, 

123,8, 119,7, 119,6, 52,1, 46,0, 19,2. 
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N-hidroxi-4-((6-((4-metil-3-sulfamoilfenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzamida(4c): Produ-

to final sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,301 g, 90%). 1H RMN 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 11,19 (s, 1H), 10,14 (s, 1H), 9,03 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,42 (s, 

1H), 8,01 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,33 – 7,30 (m, 3H), 

5,52 (s, 2H), 2,57 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 152,0, 151,9, 149,7, 142,0, 141,9, 

139,8, 137,6, 132,3, 132,1, 129,5, 127,4 (2C), 127,3 (2C), 123,8, 119,8, 119,7, 46,1, 19,2. ESI HRMS 

calc. para C20H20N7O4S: [M + H]+, m/z 454,1292. Achado 454,1299. Pureza: 98,2% (254 nm). 

 

N-(3-cloro-4-fluorofenil)-9H-purin-6-amina (2d): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral A. Sólido cinza (1,1 g, 83%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 10,03 (s, 1H), 

8,47 (s, 1H), 8,41 – 8,32 (m, 2H), 8.00 – 7.91 (m, 1H), 7.39 (t, J = 9.1 Hz, 1H). 13C RMN (75 MHz, 

DMSO-d6) δ 152,6 (d, J = 240 Hz, 1C), 151,7, 151,1, 140,5, 137,2 (d, J = 3 Hz, 1C), 121,4, 120,5, 

120,4, 118,8, 118,6, 116,4 (d, J = 21 Hz, 1C). 

 

4-((6-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3d): Interme-

diário sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido branco (0,592 g, 72%). 1H RMN 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 10,15 (s, 1H), 8,58 – 8,41 (m, 2H), 8,44 – 8,28 (m, 1H), 8,04 – 7,88 (m, 3H), 

7,57 – 7,33 (m, 3H), 5,56 (s, 2H), 3,84 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,4, 152,7 (d, J = 

240 Hz, 1C), 152,0, 151,6, 149,8, 142,1 (d, J = 8 Hz, 1C), 137,0 (d, J = 1,5 Hz, 1C), 129,6 (2C), 

129,1, 127,7 (2C), 121,8, 120,8 (d, J = 7 Hz, 1C), 119,7, 118,7 (d, J = 18 Hz, 1C), 116,5 (d, J = 22 

Hz, 1C), 52,1, 46,1. 
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4-((6-((3-cloro-4-fluorofenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)-N-hidroxibenzamida (4d): Produto 

final sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,375 g, 89%). 1H RMN (300 

MHz, DMSO-d6) δ 11,19 (s, 1H), 10,14 (s, 1H), 9,03 (s, 1H), 8,50 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,33 (dd, J1 

= 6,6 Hz, J2 = 1,9 Hz, 1H), 7,98 – 7,88 (m, 1H), 7,74 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,46 – 7,34 (m, 3H), 5,52 

(s, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 152,7 (d, J = 240 Hz, 1C), 152,0, 151,6, 149,7, 

142,1, 139,8, 137,0 (d, J = 3 Hz, 1C), 132,3, 128,6 (d, J = 163 Hz, 1C), 127,4 (2C), 127,3 (2C), 121,8, 

120,8 (d, J = 7 Hz, 1C), 119,7, 118,7 (d, J = 18 Hz, 1C), 116,5 (d, J = 22 Hz, 1C), 46,1. ESI HRMS 

calc. para C19H15ClFN6O2: [M + H]+, m/z 413,0924. Achado 413,0926. Pureza: 98,2% (254 nm). 

 

N-(4-bromo-2-fluorofenil)-9H-purin-6-amina (2e): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral A. Sólido branco (1,54 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,42 (s, 1H), 

8,33 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 7,81 (t, J = 8,4 Hz, 1H), 7,61 (d, J = 10,2 Hz, 1H), 7,43 (d, J = 8,6 Hz, 1H). 

13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 155,6 (d, J = 250 Hz, 1C), 151,7, 151,3, 140,9, 127,7, 127,3, 127,2, 

126,4 (d, J = 12 Hz, 1C), 119,1, 118,8, 116,2 (d, J = 9 Hz, 1C). 

 

4-((6-((4-bromo-2-fluorofenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3e): Interme-

diário sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido branco (0,886 g, 69%). 1H RMN 

(300 MHz, CDCl3) δ 8,65 – 8,58 (m, 2H), 8,03 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,86 (s, 1H), 7,83 (sl, 1H), 7,35 – 

7,31 (m, 4H), 5,47 (s, 2H), 3,91 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, CDCl3) δ 166,4, 152,9, 152,8 (d, J = 
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247 Hz, 1C), 151,8, 150,1, 140,8, 140,2, 130,5, 130,4 (2C), 127,6 (2C), 127,5, 126,5 (d, J = 10 Hz, 

1C), 123,2, 120,7, 118,6 (d, J = 22 Hz, 1C), 114,8, 52,3, 47,0. 

 

4-((6-((4-bromo-2-fluorofenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)-N-hidroxibenzamide (4e): Produto 

final sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,356 g, 88%). 1H RMN 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 11,18 (s, 1H), 9,59 (s, 1H), 9,03 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,32 (s, 1H), 7,81 – 

7,54 (m, 4H), 7,48 – 7,34 (m, 3H), 5,51 (s, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 156,2 (d, J 

= 250 Hz, 1C), 152,2, 152,1, 150,0, 142,2, 139,8, 132,3, 128,4 (d, J = 2 Hz, 1C), 127,4 (2C), 127,3 

(2C), 126,2 (d, J = 12 Hz, 1C), 119,6, 119,2, 118,9, 116,8 (d, J = 9 Hz, 1C), 46,1. ESI HRMS calc. 

para C19H15BrFN6O2: [M + H]+, m/z 457,0418. Achado 457,0422. Pureza: 97,8% (254 nm). 

 

N-(4-metoxifenil)-9H-purin-6-amina (2f): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral A. Solido cinza (0,880 g, 73%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 10,07 (s, 1H), 

8,41 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 7,79 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,94 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H). 13C RMN 

(75 MHz, DMSO-d6) δ 155,4, 150,9, 150,9, 150,8, 150,7, 140,8, 132,1, 122,6 (2C), 113,8 (2C), 55,2. 

 

4-((6-((4-metoxifenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3f): Intermediário 

sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido branco (0,549 g, 70%). 1H RMN (300 

MHz, DMSO-d6) δ 9,73 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,34 (s, 1H), 7,94 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,79 (d, J = 8,9 

Hz, 2H), 7,44 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 5,54 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,75 (s, 3H). 
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13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 155,1, 152,3, 152,2, 149,4, 142,2, 141,4, 132,5, 129,6 (2C), 

129,0, 127,6 (2C), 122,7 (2C), 119,4, 113,6 (2C), 55,2, 52,1, 46,0. 

 

N-hidroxi-4-((6-((4-metoxifenil)amino)-9H-purin-9-il)methil)benzamida (4f): Produto final 

sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,342 g, 98%). 1H RMN (300 

MHz, DMSO-d6) δ 11,19 (s, 1H), 9,73 (s, 1H), 9,03 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 7,80 (d, J = 

8,9 Hz, 2H), 7,74 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,92 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 5,50 (s, 2H), 

3,75 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 164,4, 155,6, 152,7, 152,6, 149,9, 141,9, 140,4, 133,0, 

132,8, 127,9 (2C), 127,8 (2C), 123,2 (2C), 119,9, 114,1 (2C), 55,7, 46,5. ESI HRMS calc. para 

C20H19N6O3: [M + H]+, m/z 391,1513. Achado 391,1514. Pureza: 95,2% (254 nm). 

 

N-(3,4-dimetoxifenil)-9H-purin-6-amina (2g): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral A. Sólido roxo (1,0 g, 74%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 13,11 (sl, 1H), 

9,55 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 8,25 (s, 1H), 7,62 (s, 1H), 7,53 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 6,92 (d, J = 8,7 Hz, 

1H), 3,77 (s, 3H), 3,74 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 151,9, 150,2, 148,5, 144,5, 139,7, 

139,6, 133,4, 119,3, 112,7, 112,2, 106,4, 55,9, 55,5. 

 

4-((6-((3,4-dimetoxifenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3g): Intermediário 

sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido branco (0,631 g, 75%). 1H RMN (300 
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MHz, DMSO-d6) δ 9,70 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,95 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,62 (s, 1H), 7,53 

(d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,44 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 6,93 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 5,54 (s, 2H), 3,84 (s, 3H), 3,77 

(s, 3H), 3,75 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 152,2, 152,1, 149,4, 148,5, 144,7, 

142,2, 141,5, 133,2, 129,6(2C), 129,0, 127,6 (2C), 119,5, 113,0, 112,1, 106,6, 55,8, 55,5, 52,1, 46,0. 

 

4-((6-((3,4-dimetoxifenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)-N-hidroxibenzamida (4g): Produto final 

sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,388 g, 96%). 1H RMN (300 

MHz, DMSO-d6) δ 11,19 (s, 1H), 9,68 (s, 1H), 9,04 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,74 (d, J = 

8,2 Hz, 2H), 7,61 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,52 (dd, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,3 Hz, 1H), 7,39 (d, J = 8,1 Hz, 

2H), 6,92 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 5,50 (s, 2H), 3,77 (s, 3H), 3,75 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) 

δ 163,9, 152,2, 152,1, 149,5, 148,4, 144,7, 141,5, 139,9, 133,1, 132,3, 127,4 (2C), 127,3 (2C), 119,5, 

113,0, 112,0, 106,6, 55,8, 55,5, 46,0. ESI HRMS calc. para C21H21N6O4: [M + H]+, m/z 421,1619. 

Achado 421,1610. Pureza: 95,8% (254 nm). 

 

N-(3,4,5-trimetoxifenil)-9H-purin-6-amina (2h): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral A. Sólido amarelo (1,37 g, 91%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,64 (s, 1H), 

8,39 (s, 1H), 8,27 (s, 1H), 7,44 (s, 2H), 3,78 (s, 6H), 3,64 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 

152,5, 151,8 (2C), 151,3, 151,2, 151,1, 140,3, 136,0, 133,0, 98,5 (2C), 60,1, 55,8 (2C). 
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4-((6-((3,4,5-trimetoxifenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3h): Intermediário 

sintetizado de acordo com o procedimento geral B. Sólido amarelo claro (0,655 g, 73%). 1H RMN 

(300 MHz, DMSO-d6) δ 9,75 (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,96 (d, J = 8,2 Hz, 2H), 7,50 – 7,42 

(m, 4H), 5,56 (s, 2H), 3,85 (s, 3H), 3,80 (s, 6H), 3,67 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 

152,5 (2C), 152,1, 152,0, 149,5, 142,2, 141,7, 135,7, 133,2, 129,6 (2C), 129,0, 127,6 (2C), 119,7, 

98,8 (2C), 60,1, 55,8 (2C), 52,1, 46,0. 

 

N-hidroxi-4-((6-((3,4,5-trimetoxifenil)amino)-9H-purin-9-il)metil)benzamida (4h): Produto 

final sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,335 g, 78%). 1H RMN (300 

MHz, DMSO-d6) δ 11,19 (s, 1H), 9,73 (s, 1H), 9,03 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,74 (d, J = 

8,1 Hz, 2H), 7,46 (s, 2H), 7,40 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 5,51 (s, 2H), 3,79 (s, 6H), 3,66 (s, 3H). 13C RMN 

(75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 152,5 (2C), 152,1, 152,0, 149,5, 141,7, 139,9, 135,7, 133,2, 132,3, 

127,4 (2C), 127,3 (2C), 119,7, 98,8 (2C), 60,1, 55,8 (2C), 46,0. ESI HRMS calc. para C22H23N6O5: 

[M + H]+, m/z 451,1724. Achado 451,1717. Pureza: 99,7% (254 nm). 

 

4-((9H-purin-6-il)amino)benzoate de metila (2i): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral A. Sólido branco (0,506 g, 94%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 10,33 (s, 

1H), 8,53 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 8,18 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,95 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 3,84 (s, 3H). 

13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 151,5, 151,3, 150,7, 144,4, 141,2, 130,0 (2C), 122,9, 119,3 

(2C), 118,3, 51,8. 
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4-((9H-purin-6-il)amino)-N-hidroxibenzamida (4i): Produto final sintetizado de acordo com o 

procedimento geral C. Sólido branco (0,166 g, 75%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 13,23 (sl, 

1H), 11,07 (s, 1H), 9,99 (s, 1H), 8,90 (s, 1H), 8,44 (s, 1H), 8,32 (s, 1H), 8,07 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,74 

(d, J = 8,7 Hz, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 164,2, 151,7, 151,5, 150,7, 142,6, 140,3, 127,3 

(2C), 126,1, 119,7, 119,4 (2C). ESI HRMS calc. para C12H11N6O2: [M + H]+, m/z 271,0938. Achado 

271,0940. Pureza: 98,1% (254 nm). 

 

3-((6-cloro-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3j): Intermediário sintetizado de acordo 

com o procedimento geral A. Sólido branco (0,112 g, 7%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,87 (s, 

1H), 8,77 (s, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,87 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,63 (d, J = 7,6 Hz, 1H), 7,48 (t, J = 7,7 Hz, 

1H), 5,61 (s, 2H), 3,83 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,8, 151,8, 151,7, 149,2, 147,4, 

136,7, 132,6, 130,8, 130,1, 129,3, 128,8, 128,4, 52,2, 46,7. 

 

N-hidroxi-3-((6-hidroxi-9H-purin-9-il)metil)benzamida (4j): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,270 g, 55%). 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 12,29 (sl, 1H), 11,20 (s, 1H), 9,02 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,04 (s, 1H), 7,71 – 7,62 (m, 2H), 7,47 – 

7,38 (m, 2H), 5,42 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,9, 156,6, 148,3, 145,8, 140,3, 137,1, 

136,9, 133,3, 130,2, 128,8, 126,1, 124,0, 46,3. ESI HRMS calc. para C13H12N5O3: [M + H]+, m/z 

286,0935. Achado 286,0943. Pureza: 98,5% (254 nm). 
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4-((6-cloro-9H-purin-9-il)metil)benzoato de metila (3k): Intermediário sintetizado de acordo 

com o procedimento geral A. Sólido branco (0,284 g, 53%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,88 

(s, 1H), 8,81 (s, 1H), 7,96 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,48 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 5,67 (s, 2H), 3,86 (s, 3H). 13C 

RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,8, 151,9, 151,8, 149,2, 147,5, 141,2, 130,9, 129,6 (2C), 129,2, 

127,8 (2C), 52,1, 46,7. 

 

N-hidroxi-4-((6-hidroxi-3,6-dihidro-9H-purin-9-il)metil)benzamida (4k): Produto final 

sintetizado de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,124 g, 56%). 1H NMR (300 

MHz, DMSO-d6) δ 12,28 (sl, 1H), 11,18 (s, 1H), 9,01 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 8,04 (s, 1H), 7,72 (d, J = 

7,8 Hz, 2H), 7,35 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 5,43 (s, 2H). 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,8, 156,6, 

148,3, 145,8, 140,3, 139,7, 132,3, 127,3 (2C), 127,2 (2C) 124,0, 46,2. ESI HRMS calc. para 

C13H12N5O3Na: [M + Na]+, m/z 308,0760. Achado 308,0785. Pureza: 99,7% (254 nm). 

 

4-(3-fenilureido)benzoato de metila (6a): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral D. Sólido branco (0,422 g, 31%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,08 (s, 1H), 

8,79 (s, 1H), 7,91 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 7,61 (d, J = 7,0 Hz, 2H), 7,49 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 7,31 (t, J = 

6,9 Hz, 2H), 7,01 (t, J = 7,0 Hz, 1H), 3,83 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 152,1, 

144,4, 139,3, 130,4 (2C), 128,8 (2C), 122,4, 122,2, 118,4 (2C), 117,3 (2C), 51,7. 

 

N-hidroxi-4-(3-fenilureido)benzamida (7a): Produto final sintetizado de acordo com o 

procedimento geral C. Sólido branco (0,270 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,07 (s, 
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1H), 8,90 (s, 2H), 8,74 (s, 1H), 7,72 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,47 (d, J = 8,0 Hz, 

2H), 7,30 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 6,99 (t, J = 7,3 Hz, 1H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 164,1, 152,3, 

142,4, 139,4, 128,8 (2C), 127,8 (2C), 125,8, 122,1, 118,3 (2C), 117,3 (2C). ESI HRMS calc. para 

C14H14N3O3: [M + H]+, m/z 272,1030. Achado 272,1025. Pureza: 98,3% (254 nm). 

 

4-(3-(4-clorofenil)ureido)benzoato de metila (6b): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral D. Sólido branco (0,845 g, 55%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,11 (s, 1H), 

8,92 (s, 1H), 7,90 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,59 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,50 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,35 (d, J = 

8,1 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,9, 152,1, 144,2, 138,3, 130,4 (2C), 

128,6 (2C), 125,8, 122,6, 120,0 (2C), 117,4 (2C), 51,7. 

 

4-(3-(4-clorofenil)ureido)-N-hidroxibenzamida (7b): Produto final sintetizado de acordo com o 

procedimento geral C. Sólido branco (0,215 g, 70%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,06 (s, 1H), 

8,95 (s, 1H), 8,90 (sa, 2H), 7,71 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 7,57 – 7,46 (m, 4H), 7,35 (d, J = 8,6 Hz, 2H). 

13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 164,1, 152,2, 142,2, 138,4, 128,6 (2C), 127,8 (2C), 125,9, 125,6, 

119,9 (2C), 117,4 (2C). Pureza: 98,3% (254 nm). 

 

4-(3-(4-metoxifenil)ureido)benzoato de metila (6c): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral D. Sólido branco (0,308 g, 20%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,99 (s, 1H), 

8,59 (s, 1H), 7,89 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 7,58 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 6,89 (d, J = 

8,8 Hz, 2H), 3,82 (s, 3H), 3,73 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 168,3, 154,4, 152,8, 137,9, 

134,1, 132,9, 128,4 (2C), 119,9 (2C), 118,2 (2C), 113,9 (2C), 55,1, 51,7. 
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N-hidroxi-4-(3-(4-metoxifenil)ureido)benzamida (7c): Produto final sintetizado de acordo com 

o procedimento geral C. Sólido branco (0,233 g, 85%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,04 (s, 

1H), 8,88 (s, 1H), 8,82 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 7,70 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,51 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,37 

(d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,88 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 3,73 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 164,2, 

154,6, 152,5, 142,6, 132,4, 127,8 (2C), 125,5, 120,2 (2C), 117,1 (2C), 114,0 (2C), 55,2. Pureza: 

97,8% (254 nm). 

 

4-(3-(4-nitrofenil)ureido)benzoato de metila(6d): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral D. Sólido amarelo (1,109 g, 70%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,50 (s, 

1H), 9,29 (s, 1H), 8,20 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,92 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,62 (d, 

J = 8,1 Hz, 2H), 3,83 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 165,8, 151,7, 145,9, 143,6, 141,3, 

130,4 (2C), 125,1 (2C), 123,1, 117,9 (2C), 117,7 (2C), 51,8. 

 

N-hidroxi-4-(3-(4-nitrofenil)ureido)benzamida (7d): Produto final sintetizado de acordo com o 

procedimento geral C. Sólido amarelo (0,269 g, 85%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 11,10 (s, 

1H), 9,49 (s, 1H), 9,15 (s, 1H), 8,93 (s, 1H), 8,20 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,73 (ta, J = 9,4 Hz, 4H), 7,55 

(d, J = 8,5 Hz, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 164,5, 152,3, 146,6, 142,2, 141,7, 128,3 (2C), 

127,0, 125,6 (2C), 118,2 (2C), 118,1 (2C). Pureza: 99,7% (254 nm). 

 

(E)-3-(4-(3-fenilureido)fenil)acrilato de etila (9a): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral D. Sólido branco (1,296 g, 83%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,92 (s, 1H), 

8,74 (s, 1H), 7,71 – 7,43 (m, 7H), 7,30 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 7,01 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,49 (d, J = 15,9 

Hz, 1H), 4,19 (q, J = 6,9 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,0 Hz, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 166,4, 

152,2, 144,2, 141,9, 139,4, 129,3 (2C), 128,8 (2C), 127,5, 122,0, 118,3 (2C), 117,9 (2C), 115,5, 59,8, 

14,2. 
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(E)-N-hidroxi-3-(4-(3-fenilureido)fenil)acrilamida (10a): Produto final sintetizado de acordo 

com o procedimento geral C. Sólido branco (0,296 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 10,68 

(s, 1H), 8,97 (sl, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,71 (s, 1H), 7,57 – 7,42 (m, 7H), 7,29 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 6,99 (t, 

J = 7,3 Hz, 1H), 6,36 (d, J = 15,8 Hz, 1H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,2, 152,3, 141,0, 

139,5, 138,1, 129,1, 128,8 (2C), 128,3 (2C), 122,0, 118,3 (2C), 118,1 (2C), 116,6. ESI HRMS calc. 

para C16H16N3O3: [M + H]+, m/z 298,1186. Achado 298,1193. Pureza: 97,0% (254 nm). 

 

(E)-3-(4-(3-(4-clorofenil)ureido)fenil)acrilato de etila (9b): Intermediário sintetizado de acordo 

com o procedimento geral D. Sólido branco (1,223 g, 71%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,95 

(s, 1H), 8,88 (s, 1H), 7,70 – 7,45 (m, 7H), 7,34 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,49 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 4,18 

(q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H).13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 166,4, 152,1, 144,1, 

141,7, 138,4, 129,3 (2C), 128,6 (2C), 127,6, 125,6, 119,9 (2C), 118,1 (2C), 115,6, 59,8, 14,2. 

 

(E)-3-(4-(3-(4-clorofenil)ureido)fenil)-N-hidroxiacrilamida (10b): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido amarelo claro (0,331 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, 

DMSO-d6) δ 11,27 (sl, 1H), 9,97 (sl, 1H), 9,87 (s, 1H), 9,71 (s, 1H), 7,62 – 7,26 (m, 9H), 6,37 (d, J 

= 15,7 Hz, 1H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,2, 152,5, 141,2, 139,0, 138,0, 128,5 (2C), 128,2 

(2C), 125,2, 119,8 (2C), 119,6, 118,2 (2C), 116,7. Pureza: 98,9% (254 nm). 

 

(E)-3-(4-(3-(4-metoxifenil)ureido)fenil)acrilato de etila (9c): Intermediário sintetizado de 

acordo com o procedimento geral D. Sólido branco (1,619 g, 95%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 8,85 (s, 1H), 8,55 (s, 1H), 7,71 – 7,46 (m, 5H), 7,38 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,89 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 
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6,48 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 4,19 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,73 (s, 3H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H). 13C RMN 

(75 MHz, DMSO-d6) δ 166,4, 154,7, 152,4, 144,2, 142,2, 132,4, 129,3 (2C), 127,2, 120,2 (2C), 117,8 

(2C), 115,3, 114,0 (2C), 59,7, 55,1, 14,2. 

 

(E)-N-hidroxi-3-(4-(3-(4-metoxifenil)ureido)fenil)acrilamida (10c): Produto final sintetizado 

de acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,327 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-

d6) δ 10,67 (s, 1H), 9,00 (s, 1H), 8,82 (s, 1H), 8,55 (s, 1H), 7,61 – 7,26 (m, 7H), 6,89 (d, J = 8,8 Hz, 

2H), 6,36 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 3,73 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,2, 154,6, 152,5, 

141,2, 138,2, 132,5, 128,3 (2C), 128,1, 120,2 (2C), 118,0 (2C), 116,5, 114,0 (2C), 55,2. Pureza: 

99,9% (254 nm). 

 

(E)-3-(4-(3-(4-nitrofenil)ureido)fenil)acrilato de etila (9d): Intermediário sintetizado de acordo 

com o procedimento geral D. Sólido amarelo (1,599 g, 90%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,46 

(s, 1H), 9,13 (s, 1H), 8,19 (d, J = 9,2 Hz, 2H), 7,76 – 7,60 (m, 5H), 7,59 – 7,50 (m, 2H), 6,49 (d, J = 

16,0 Hz, 1H), 4,18 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 

166,4, 151,7, 146,1, 144,0, 141,2, 129,3 (2C), 128,1, 125,0 (2C), 118,4 (2C), 117,9, 117,6 (2C), 115,9, 

59,8, 14,2. 

 

(E)-N-hidroxi-3-(4-(3-(4-nitrofenil)ureido)fenil)acrilamida (10d): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido amarelo (0,324 g, 95%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-

d6) δ 10,71 (br s, 1H), 9,51 (s, 1H), 9,14 (s, 1H), 9,03 (sl, 1H), 8,19 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 

9,0 Hz, 2H), 7,65 – 7,39 (m, 5H), 6,39 (d, J = 15,7 Hz, 1H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,1, 

151,8, 146,2, 141,1, 140,2, 129,0, 128,3 (2C), 125,1 (2C), 118,6 (2C), 117,9, 117,5 (2C), 117,0. 

Pureza: 99,8% (254 nm). 
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3-(4-(3-fenilureido)fenil)propanoato de etila (12a): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral E. Sólido branco (0,312 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 8,68 (s, 

1H), 8,63 (s, 1H), 7,46 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,37 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 7,28 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7,14 (d, 

J = 7,7 Hz, 2H), 6,97 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 4,06 (q, J = 6,9 Hz, 2H), 2,80 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,60 (t, J 

= 7,3 Hz, 2H), 1,17 (t, J = 7,0 Hz, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 166,4, 152,2, 144,2, 141,9, 

139,4, 129,3 (2C), 128,8 (2C), 127,5, 122,0, 118,3 (2C), 117,9 (2C), 115,5, 59,8, 14,2. 

 

N-hidroxi-3-(4-(3-fenilureido)fenil)propanamida (13a): Produto final sintetizado de acordo 

com o procedimento geral C. Sólido branco (0,220 g, 73%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 9,48 

(sl, 1H), 8,84 – 8,82 (m, 2H), 7,50 (d, J = 7,9 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7,31 (t, J = 7,7 Hz, 

2H), 7,14 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 6,99 (t, J = 7,3 Hz, 1H), 3,39 (sl, 1H), 2,80 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 2,28 (t, 

J = 7,6 Hz, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 168,3, 152,7, 139,9, 137,8, 134,3, 128,7 (2C), 

128,4 (2C), 121,6, 118,3 (2C), 118,1 (2C), 34,1, 30,2. ESI HRMS calc. para C16H18N3O3: [M + H]+, 

m/z 300,1343. Achado 300,1345. Pureza: 98,1% (254 nm). 

 

3-(4-(3-(4-clorofenil)ureido)fenil)propanoato de etila (12b): Intermediário sintetizado de 

acordo com o procedimento geral E. Sólido branco (0,326 g, 94%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 8,64 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 7,49 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 6,9 Hz, 2H), 7,17 (d, J = 7,1 Hz, 

2H), 6,99 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 4,09 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,62 (t, J = 7,3 Hz, 

2H), 1,20 (t, J = 7,1 Hz, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,2, 152,6, 139,8, 137,8, 133,9, 

128,8 (2C), 128,5 (2C), 121,7, 118,3 (2C), 118,2 (2C), 59,8, 35,3, 29,7, 14,1. 
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3-(4-(3-(4-clorofenil)ureido)fenil)-N-hidroxipropanamida (13b): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,189 g, 86%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 11,23 (sl, 1H), 9,97 (sl, 1H), 9,14 (s, 1H), 9,09 (s, 1H), 7,49 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,40 (d, J = 6,9 Hz, 

2H), 7,17 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 7,4 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,62 (t, J = 7,3 Hz, 

2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 168,3, 152,7, 139,9, 137,8, 134,3, 128,7 (2C), 128,4 (2C), 

121,6, 118,3 (2C), 118,1 (2C), 34,1, 30,3. Pureza: 97,8% (254 nm). 

 

3-(4-(3-(4-metoxifenil)ureido)fenil)propanoato de etila (12c): Intermediário sintetizado de 

acordo com o procedimento geral E. Sólido branco (0,341 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-

d6) δ 8,51 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,40 – 7,32 (m, 4H), 7,12 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,87 (d, J = 8,9 Hz, 

2H), 4,05 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,72 (s, 3H), 2,79 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 2,57 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,17 (t, 

J = 7,1 Hz, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,2, 154,4, 152,8, 138,0, 133,6, 132,8, 128,5 

(2C), 119,9 (2C), 118,2 (2C), 114,0 (2C), 59,7, 55,2, 35,3, 29,7, 14,1. 

 

N-hidroxi-3-(4-(3-(4-metoxifenil)ureido)fenil)propanamida (13c): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido branco (0,216 g, 90%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) 

δ 10,36 (sl, 1H), 9,81 (sl, 1H), 8,62 (s, 1H), 8,57 (s, 1H), 7,46 - 7,30 (m, 4H), 7,10 (d, J = 7,2 Hz, 

2H), 6,87 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 3,73 (s, 3H), 2,77 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,26 (t, J = 6,4 Hz, 2H). 13C RMN 

(75 MHz, DMSO-d6) δ 168,3, 154,4, 152,8, 137,9, 134,1, 132,9, 128,4 (2C), 119,9 (2C), 118,2 (2C), 

113,9 (2C), 55,1, 34,1, 30,2. Pureza: 99,8% (254 nm). 

 

3-(4-aminofenil)propanoato de etila (11): Intermediário sintetizado de acordo com o 

procedimento geral E. Líquido amarelo claro (0,386 g, quant.). 1H RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ 

10,19 (s, 2H), 7,31 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,27 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,04 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 2,86 (t, J = 

7,4 Hz, 2H), 2,62 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,15 (t, J = 7,1 Hz, 3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 172,0, 

139,6, 130,9, 129,3 (2C), 122,6 (2C), 59,8, 34,9, 29,7, 14,0. 
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3-(4-(3-(4-nitrofenil)ureido)fenil)propanoato de etila (12d): Intermediário sintetizado de 

acordo com o procedimento geral D. Sólido amarelo (0,553 g, 90%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-

d6) δ 9,46 (s, 1H), 9,13 (s, 1H), 8,20 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,76 – 7,67 (m, 4H), 7,55 (d, J = 8,6 Hz, 

2H), 4,18 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,63 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 

3H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 166,4, 151,8, 146,2, 141,1, 140,3, 129,0 (2C), 128,3, 125,1 

(2C), 118,6 (2C), 117,6 (2C), 59,8, 34,1, 30,2, 14,2. 

 

N-hidroxi-3-(4-(3-(4-nitrofenil)ureido)fenil)propanamida (13d): Produto final sintetizado de 

acordo com o procedimento geral C. Sólido amarelo (0,250 g, 85%). 1H RMN (300 MHz, DMSO-

d6) δ 11,28 (sl, 1H), 9,51 (s, 1H), 9,14 (s, 1H), 9,03 (sl, 1H), 8,19 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,71 (d, J = 9,0 

Hz, 2H), 7,17 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 6,99 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 2,84 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,62 (t, J = 6,4 

Hz, 2H). 13C RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ 163,4, 151,8, 146,2, 141,1, 140,2, 129,0, 128,3 (2C), 125,1 

(2C), 118,6 (2C), 117,6 (2C), 34,1, 30,2. Pureza: 99,4% (254 nm). 

5.2 Ensaios biológicos 

A citotoxicidade dos compostos sintetizados foi avaliada por meio de ensaio in vitro de MTT, 

em sextuplicata, a fim de se aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos. Todos os ensaios de 

citotoxicidade foram realizados em colaboração com a Profa. Dra. Leticia Veras Costa Lotufo, com 

o Prof. Dr. João Agostinho Machado Neto, e a mestranda Larissa Costa de Almeida, lotados no 

Instituto de Ciências Biomédicas da USP (ICB-USP). 

A linhagens celulares de tumores sólidos (HCT 116 e MCF-7) foram plaqueadas com 

concentrações de 1x104 células por poço, em placas de 96 poços (5 x 104 células /mL, em 200 μL de 

meio). Após 24 horas, os compostos finais e o vorinostate (SAHA) foram adicionados em 

concentrações de 50 μM a 0,0032 μM, cada concentração em duplicata, e incubadas por 69 horas. A 

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

negativo. Após 69 horas de incubação, o sobrenadante foi substituído por meio de cultura contendo 

MTT (0,5 mg/mL). Após incubação por três horas, o sobrenadante foi removido e, após secagem da 

placa, o precipitado contendo formazana de MTT foi dissolvida em 150 μL de DMSO. A absorbância 
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dos poços foi medida a 570 nm conforme preconizado por Mosmann (1983).130 Os valores de 

concentração inibitória 50% (IC50) foram calculados usando programa GraphPad Prism 5, com 

concentrações das substâncias de 0,0032 a 50 μM. 

As linhagens de tumores leucêmicas (Jurkat e Namalwa) foram plaqueadas em uma 

concentração de 2x104 células por poço, em placas de 96 poços, seguidas de tratamento com os 

compostos finais e o vorinostate (SAHA), nas concentrações de 50 μM a 0,00064 μM, cada 

concentração em duplicata, e incubadas por 69 horas. Após 69 horas de incubação, foi adicionado 

MTT (0,5 mg/mL) e incubado por três horas. Posteriormente, a formazana de MTT foi dissolvida 

com a adição de 100 μL de isopropanol contendo 0,1 N de HCl por poço, e a absorbância foi medida 

a 570 nm.130 Os valores de concentração inibitória média (IC50) foram calculados usando programa 

GraphPad Prism 5, com concentrações das substâncias de 0,00064 a 50 μM. 

Os estudos macanísticos de citotoxicidade foram monitorados por citometria de fluxo com os 

marcadores anexina V (ligada a FITC) e 7AAD, para contagem de células em processo apoptótico e 

células viáveis, respectivamente. Para o monitoramento da taxa de proliferação celular foi utilizado 

Ki67 como marcardor e monitoramento por citometria de fluxo. As linhagens Jurkat e Namalwa 

foram plaqueadas em uma concentração de 2x104 células por poço, em placas de 96 poços, seguidas 

de tratamento com os compostos 4d-f, doxorrubicina e vorinostate (SAHA), nas concentrações de 

IC50 e IC50/2 determinadas nos ensaios prévios de citotoxicidade. Cada concentração foi testada em 

triplicata, e incubadas por 24, 48 e 72 horas. Após os tempos de incubação, foram adicionados os 

marcadores para posterior monitoramento. Os resultados foram apresentados como média ± SD de 

três experimentos independentes. Análise estatíscicas efetuadas por teste ANOVA e pós-teste de 

Bonferroni, sendo todos os pares analisados e as diferenças estatisticamente significantes indicadas 

nas figuras. 

5.3 Estudos in silico 

Os estudos in silico deste trabalho contaram com a co-orientação do Prof. Dr. Carlos Mauricio 

Rabello de Sant’Anna, do Instituto de Química da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 

(UFRRJ). Os compostos finais tiveram suas estruturas tridimensionais construídas e otimizadas por 

mecânica molecular, utilizando o campo de força MMFF (Merck Molecular Force Field),131 no 

programa Spartan’14. A seguir, os modelos construídos tiveram suas estruturas reotimizadas com 

minimização de energia e cálculo de cargas utilizando o método semiempírico PM6,132 também no 

programa Spartan’14.  

Os métodos das simulações de docking nas enzimas HDAC6 e HER1 foram selecionados por 

simulações de redocking (cada uma em triplicata). As simulações de redocking para a enzima HDAC6 
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utilizaram o cocristal desta enzima complexada ao nexturastate A, disponível no Protein Data 

Bank – PDB (código PDB: 5g0i, resolução = 1,99 Å).62 As simulações de redocking para a enzima 

HER1 utilizaram o cocristal da enzima ligada ao osimertinibe, também disponível no PDB (código 

PDB: 4zau, resolução = 2,8 Å).115 As estruturas cristalografadas foram manipuladas no programa 

Swiss PDB-Viewer 4.1, para se verificar a integridade da estrutura proteica e corrigir possíveis 

cadeias laterais total, ou parcialmente, ausentes na estrutura retirada do PDB. Para os redockings 

foram testadas todas as funções de escore presentes no programa GOLD 5.4, a saber: ASP, ChemPLP, 

GoldScore, ChemScore). Foi utilizado como origem do sítio de ancoramento o ligante 

cocristalografado, variando-se o tamanho do raio do sítio (6, 10, 15 Å). Foi utilizado a velocidade 

lenta de busca do algoritmo genético. Estes estudos foram realizados sem a presença de moléculas de 

água cocristalografadas. O método escolhido foi aquele que apresentou o menor valor de raiz do 

desvio quadrático médio – RMSD – entre as estruturas empíricas (presentes no cristal) e as poses 

obtidas pela aplicação do método. O método selecionado para as simulações na HDAC6 utilizou a 

função GoldScore, com 10 Å de raio a partir do nexturastate A. Para a enzima HER1, o método de 

escolha utilizou a função ASP, com cavidade de 10 Å de raio a partir do osimertinibe, velocidade 

lenta de busca do algoritmo genético e ausência de moléculas de água. As simulações de docking 

foram feitas em sextuplicata e as poses de maior escore e frequência de cada composto foram isoladas. 

As imagens finais de cada pose foram geradas pelo programa PyMOL 1.3 (Schrödinger, LLC). 
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