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RESUMO

A busca por abordagens oncolégicas mais eficazes e seletivas tem posicionado a
terapia epigenética, em especial a inibicdo das enzimas desacetilases de histonas
(HDACs), como um campo de grande relevancia na quimica medicinal
contemporéanea. O planejamento estrutural classico de agentes inibidores dessas
metaloenzimas baseia-se em um modelo farmacoférico tripartite composto por um
grupo de ligacao ao zinco (ZBG), um espacador hidrofébico (linker) e um grupo de
reconhecimento de superficie (cap group). No presente trabalho, foi proposta a
sintese de uma azida organica inédita (2-azido-3-fenoxazinona) e seu emprego na
guimica "click", em reacdes de cicloadicdo azida-alcino catalisadas por cobre
(CuAAC). Para a sintese dessa azida organica, partiu-se do Questiomycin A que foi
obtido por meio de ciclocondensacédo oxidativa do o-aminofenol catalisada por
cobre(l), com 62% de rendimento, seguindo-se a converséao do grupo amino a azido,
com 40% de rendimento. A preparacdo da nova azida organica foi bem-sucedida,
sendo confirmada por meio de dados espectroscopicos de RMN e IV. A andlise
desses dados espectroscopicos evidenciou a presenca de Questiomycin A como
impureza na 2-azido-3-fenoxazinona. As tentativas de reacdes "click" (CuUAAC),
para a obtencdo dos novos compostos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituidos
planejados, empregando a 2-azido-3-fenoxazinona impura ndo forneceram esses
compostos como esperado, resultando na recuperacédo dos reagentes de partida.
Esse insucesso reacional pode ser atribuido a complexacdo competitiva do
catalisador de cobre(l) pela amina livre do Questiomycin A remanescente, que
bloqueou os sitios ativos cataliticos. Concluiu-se que a rota sintética aplicada foi
efetiva para a obtencdo da azida organica inédita, contudo, a purificacdo dessa
azida é uma etapa obrigatoria e indispensavel para viabilizar as reacdes de

cicloadi¢cdes para a obtencéo dos triazoéis planejados, em estudos futuros.

Palavras-chave: epigenética; inibidores de desacetilase de histonas; antitumorais;

guimica click; triazdis; 3-azido-fenoxazinona.



ABSTRACT

The search for more effective and selective oncological approaches has positioned
epigenetic therapy, particularly the inhibition of histone deacetylase (HDAC)
enzymes, as a highly significant field in contemporary medicinal chemistry. The
classic structural design of these metalloenzyme inhibitors relies on a tripartite
pharmacophoric model consisting of a zinc-binding group (ZBG), a hydrophobic
linker, and a surface-recognition domain (cap group). In this work, the synthesis of
an unprecedented organic azide (2-azido-3-phenoxazinone) and its application in
click chemistry, specifically copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CUAAC)
reactions, was proposed. The synthesis of this organic azide utilized starting
Questiomycin A, which was obtained via copper(l)-catalyzed oxidative
cyclocondensation of o-aminophenol in 62% vyield, followed by amino-to-azido
conversion in 40% yield. The preparation of the novel organic azide was successful,
being confirmed by NMR and IR spectroscopic data. Analysis of these spectroscopic
data revealed the presence of Questiomycin A as an impurity in the 2-azido-3-
phenoxazinone. Attempted click reactions (CUAAC) to obtain the planned novel 1,4-
disubstituted 1,2,3-triazole compounds using the impure 2-azido-3-phenoxazinone
failed to yield these compounds as expected, resulting in the recovery of the starting
materials. This reaction failure can be attributed to the competitive complexation of
the copper(l) catalyst by the free amine group of the residual Questiomycin A, which
blocked the catalytic active sites. It is concluded that the applied synthetic route was
effective for obtaining the unprecedented organic azide; however, the purification of
this azide remains a mandatory and indispensable step to enable future click

cycloadditions and successfully obtain the planned triazoles in future studies.

Keywords: epigenetics; histone deacetylase inhibitors; antitumor; click chemistry; triazoles;

3-azido-phenoxazinone.
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1. INTRODUCAO

O céancer, também designado pelos termos neoplasia ou tumor maligno,
compreende um vasto grupo de patologias caracterizadas pelo crescimento
descontrolado e autbnomo de células anormais que podem invadir tecidos adjacentes e
disseminar-se para outros 6rgaos via metastase (WHO, 2024; MINISTERIO DA SAUDE,
2025). Estimativas globais indicam que, em 2022, o mundo registrou aproximadamente
20 milh&es de novos diagndsticos e 9,7 milhées de mortes, consolidando a doenca como
um desafio critico de saude publica agravado por disparidades socioeconémicas (WHO,
2024; MINISTERIO DA SAUDE, 2025).No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA)
estima 781 mil novos casos de cancer por ano para o triénio 2026-2028, um aumento de
10,9% em relagéo a estimativa anterior. Excluindo o cancer de pele ndo melanoma, a
projecéo é de 518 mil casos anuais (INCA,2026).

As modalidades terapéuticas convencionais de combate ao cancer fundamentam-
se na triade composta por cirurgia oncolOgica, radioterapia e quimioterapia citotoxica
(LAKSHMAIAH et al., 2014; MINISTERIO DA SAUDE, 2025). Entretanto, a aplicacio
clinica de agentes citotoxicos é frequentemente limitada pela ocorréncia de toxicidade
sistémica severa devido a baixa seletividade desses agentes. Essa realidade impulsiona
a investigacao cientifica para a terapia epigenética, focada em alteracbes herdaveis e
reversiveis na expressao génica que ocorrem sem modificacdes na sequéncia primaria
do ADN (PIRES et al., 2025; LIANG et al., 2023).

No nucleo celular, o ADN associa-se a proteinas histonas para formar o
nucleossomo, unidade fundamental da cromatina (PIRES et al., 2025). O estado de
compactacdo dessa estrutura € controlado pelo equilibrio dindmico entre as enzimas
acetiltransferases (HATS) e as desacetilases de histonas (HDACs) (PIRES et al., 2025;
LIANG et al., 2023). Em células cancerigenas, a superexpressdo de HDACs induz ao
silenciamento de genes supressores de tumor, favorecendo a progressao neoplésica e a
evasdo da apoptose (LIANG et al., 2023). Assim, os inibidores de HDACs (HDACI)
apresentam-se como uma classe estratégica de antineoplasicos capazes de restaurar a
homeostase celular (ECKSCHLAGER et al., 2017).

O design racional desses agentes baseia-se em um modelo farmacoforico classico

tripartite: um grupo de ligacdo ao zinco (ZBG), um ligante hidrofobico (linker) e um grupo
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de reconhecimento de superficie (cap group) (CURCIO et al., 2024; LIANG et al., 2023).
Atualmente, pesquisadores buscam substituir grupos ZBG convencionais, como o acido
hidroxamico, para evitar instabilidade metabdlica e riscos de toxicidade associados ao
rearranjo de Lossen, visando inibidores mais seguros e seletivos por isoformas
especificas (PIRES et al., 2025).

Nesse cenario, a quimica "click", especificamente a cicloadicdo azida-alcino
catalisada por cobre (CuAAC), destaca-se pela alta eficiéncia e modularidade na
construcdo de novos prototipos antineoplasicos (MA et al., 2015). O anel 1,2,3-triazdlico
gerado nessa reacdo atua como um bioisésteo estavel da ligagcdo amida, apresentando
resisténcia a degradacdo e capacidade de realizar interacdes favoraveis no sitio ativo
das enzimas HDACs (MA et al., 2015).

Considerando a urgéncia por novos agentes antineoplasicos mais eficazes, no
presente trabalho foi proposta a sintese convergente de novos compostos 1,2,3-
triazélicos 1,4-dissubstituidos derivados do Questiomycin A (2-amino-3H-fenoxazin-3-
ona). A escolha do Questiomycin A fundamentou-se: (1) na capacidade do Questiomycin
A de absorver energia na regiao do ultravioleta (BenchChem, 2026), podendo resultar em
novos compostos que apresentam fluorescéncia; (2) na atividade citotoxica e na atividade
inibidora de HDACs dessa substancia (VENTURELLI et al., 2015; VENTURELLI et al.,
2016); (3) na possibilidade do anel fenoxazinona melhorar a interacéo na entrada do sitio
ativo de HDACs (PIRES et al., 2025). Assim, este trabalho visou a obtenc&o de moléculas
inéditas com potencial atividade citotoxica contra linhagens de células tumorias e que
contribuam para o avanco das estratégias de modulacao epigenética do cancer (PIRES
et al., 2025; MA et al., 2015).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Epigenética

A epigenética € definida como o estudo de alteracdes herdaveis na expresséo
génica que ocorrem sem que haja uma mudanca na sequéncia do ADN (SHARMA et al.,
2020; LAKSHMAIAH et al., 2014). Este campo revela que as caracteristicas de um
individuo ndo sdo determinadas apenas pelo cédigo genético (natureza), mas também
pela interagdo com o ambiente, estresse, estilo de vida e nutricdo (exposi¢céo), que
moldam a resposta do organismo (SHARMA et al., 2020). Diferente do cAdigo genético,
0 codigo epigenético é especifico de cada tecido e pode sofrer modificacdes dinamicas
ao longo da vida devido ao envelhecimento ou a estimulos externos (SHARMA et al.,
2020; LAKSHMAIAH et al., 2014).

Existem trés mecanismos epigenéticos principais interligados que regulam a
expressao génica ao nivel da cromatina: a metilagcdo do ADN, as modificacdes covalentes
das histonas (como acetilacdo e metilacdo) e a regulacdo por RNAs néo codificantes
(ncRNA) (SHARMA et al., 2020; LAKSHMAIAH et al., 2014). A metilacdo do ADN,
geralmente em ilhas CpG, leva frequentemente a repressédo génica (SHARMA et al.,
2020; LAKSHMAIAH et al., 2014). As modificacbes covalentes das histonas, como a
acetilacdo, controlam o equilibrio dindmico da cromatina. A acetilagdo das histonas,
controlada pelas enzimas Acetiltransferases de Histonas (HATs) e Desacetilases de
Histonas (HDACSs), altera a estrutura da cromatina entre configuracdo “aberta", que
permite a expressdo génica, e uma estrutura compacta, que resulta no silenciamento
génico (LAKSHMAIAH et al., 2014). A regulacdo por RNAs nao codificantes (ncRNA) -
microRNAs (miRNAs) e os RNAs nado codificantes longos (IncRNAs) - opera
principalmente o silenciamento génico pos-transcricional, seja inibindo a traducdo ou
promovendo a degradacdo de RNAs mensageiros alvos. O emprego da epigenética no
tratamento de doencas baseia-se na reversibilidade destas modificacdes, o que permite
0 uso de moduladores para restaurar o equilibrio da expressao génica (SHARMA et al.,
2020; LAKSHMAIAH et al., 2014). Substancias inibidoras de desacetilases de histonas
(HDACI) sdo uma das classes mais proeminentes para uso no tratamento de doencas

por meio de mecanismo epigenético. A acdo de HDACI resulta na neutralizacdo da carga
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positiva das histonas reduzindo sua afinidade com o ADN, facilitando o acesso a
maquinaria de transcricdo (LAKSHMAIAH et al., 2014). No cancer, onde o equilibrio entre
HATs e HDACs esta frequentemente alterado, estes inibidores exercem atividade
anticancer ao induzir a parada do ciclo celular, promover a apoptose de células
cancerigenas, gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e inibir a reparacdo do ADN
(LAKSHMAIAH et al., 2014). Exemplos clinicos estabelecidos incluem o Vorinostat
(SAHA) e o Romidepsin, aprovados para o tratamento de linfomas de células T
(LAKSHMAIAH et al., 2014).

Além do cancer, outras doencas como a de Parkinson, a de Huntington, o
transtorno bipolar e a Atrofia Muscular Espinhal (AME) também sé&o alvos de intervencdes
baseadas em mecanismos epigenéticos (SHARMA et al., 2020; LAKSHMAIAH et al.,
2014). A Doenca de Alzheimer (AD) apresenta uma forte relacdo epigenética,
caracterizada por hipermetilagdo do ADN e desacetilacdo excessiva de histonas, o que
contribui para a neurodegeneracao (SHARMA et al., 2020). Experimentalmente, o uso de
HDACIi como o valproato de sodio e o fenilbutirato demonstrou potencial em reduzir a
deposicao de placas amiloides e recuperar a memaoria em modelos animais (SHARMA et
al., 2020).

2.1.1. Histonas

As histonas (Figuras 1 e 2) sédo proteinas pequenas, com carga elétrica positiva e
altamente conservadas ao longo da evolucdo, que desempenham o papel central na
organizacao da cromatina em todos os organismos eucariotos (TALBERT; HENIKOFF,
2021; PHILLIPS; GUNJAN, 2022). Como o ADN possui carga negativa, essas proteinas
atuam como um suporte onde o0 genoma se enrola, formando o nucleossomo, permitindo
gue as longas fitas genéticas sejam compactadas para caber dentro do espaco
microscopico do nucleo celular (PHILLIPS; GUNJAN, 2022). No entanto, o papel
biolégico das histonas vai muito além da simples estruturacao fisica; elas funcionam
como reguladoras dinamicas que controlam o acesso a informacdo genética para

processos vitais (Figura 2), como a transcricdo génica, a replicacdo do ADN e os
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mecanismos de reparo de danos no genoma (TALBERT; HENIKOFF, 2021; PHILLIPS;
GUNJAN, 2022).

Figura 1 - Estrutura do nucleossomo.
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O nucleossomo (Figura 1) apresenta um octamero central composto por duas
copias de cada uma das quatro histonas principais: H2A, H2B, H3 e H4 (TALBERT;
HENIKOFF, 2021). Todas essas histonas possuem um dominio estrutural conservado
chamado "histone fold" (dobra de histona) e caudas terminais nao estruturadas que se
projetam para fora, sendo os locais preferenciais para as modificagdes quimicas que
sinalizam diferentes atividades celulares (TALBERT; HENIKOFF, 2021;
MARMORSTEIN; ZHOU, 2014). Além das quatro histonas principais, existe a histona de
ligacdo H1, que se localiza na parte externa do nucleossomo para estabilizar a estrutura
e auxiliar na compactacéo de ordem superior da cromatina (PHILLIPS; GUNJAN, 2022).

A nivel molecular (Figura 2), o funcionamento das histonas € controlado por um
equilibrio enzimatico que adiciona ou remove grupos quimicos, sendo a acetilacdo de
residuos de lisina uma das modificacdes mais estudadas na regulacdo génica (SETO;
YOSHIDA, 2014; MARMORSTEIN; ZHOU, 2014). As enzimas HATs, conhecidas como
"escritoras", adicionam grupos acetil as caudas das histonas, o que neutraliza as cargas
positivas das lisinas e enfraquece a atracéo entre a histona e o ADN (MARMORSTEIN;

ZHOU, 2014). Esse processo resulta em uma cromatina mais aberta (eucromatina),
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facilitando a ativacdo da transcricdo. Em contrapartida, as HDACs atuam como
"apagadoras”, removendo esses grupos acetil e restaurando a carga positiva das
histonas (SETO; YOSHIDA, 2014). Isso fortalece a interagdo com o ADN e promove a
compactacdo da cromatina, levando geralmente ao silenciamento génico (SETO;
YOSHIDA, 2014; MARMORSTEIN; ZHOU, 2014).

Figura 2 - Regulacao da transi¢céo genética mediada por HATs e HDACs.
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As histonas sao classificadas em cinco familias principais, e cada uma possui
variantes com localiza¢Ges e funcdes especificas no nacleo (PHILLIPS; GUNJAN, 2022).
Na familia H1 (linker), a variante H1.0 se acumula em células que ndo se dividem,
enquanto a H1.10 localiza-se em regides de genes ativos (PHILLIPS; GUNJAN, 2022). A
familia H2A é a mais diversa: a variante H2A.X é fundamental para sinalizar quebras no
ADN em todo o genoma; a H2A.Z localiza-se em promotores de genes e nos
centrémeros; e a mH2A (macroH2A) é enriquecida no cromossomo X inativo (TALBERT;
HENIKOFF, 2021; PHILLIPS; GUNJAN, 2022). J4 a familia H2B, embora menos
estudada, possui variantes como a hTSH2B, expressa especificamente nos testiculos
(PHILLIPS; GUNJAN, 2022).

Finalmente, as familias H3 e H4 completam a estrutura do nucleossomo com

localizacbes essenciais para a integridade gendémica. Na familia H3, a variante H3.3
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deposita-se em genes ativos e regides como os teldmeros, enquanto a variante cenH3
(conhecida como CENP-A em animais) localiza-se exclusivamente nos centrémeros,
servindo de base para a segregacgéao correta dos cromossomos durante a diviséo celular
(TALBERT; HENIKOFF, 2021; PHILLIPS; GUNJAN, 2022). A histona H4 € uma das
proteinas mais conservadas que se conhece, possuindo raras variantes; entre elas, a
H4.G foi identificada recentemente com localizacao especifica no nucléolo, onde esta
associada a regulacédo da transcricdo do ADN ribossémico (TALBERT; HENIKOFF, 2021,
PHILLIPS; GUNJAN, 2022).

2.1.2. Desacetilases de Histonas (HDACS)

As HDACs sao uma familia de enzimas que catalisam a desacetilacéo de residuos
de lisina na cromatina, estando envolvidas em processos biolégicos como diferenciacao
celular, proliferacao, angiogénese e apoptose. Essas enzimas sao agrupadas, de acordo
com a homologia estrutural e cofatores, em quatro classes: | (HDAC 1, 2, 3, 8), Il (lla -
HDAC 4, 5, 7, 9; lIb - HDAC 6, 10), lll (Sirtuinas - SIRT 1-7) e IV (HDAC 11). As HDACs
das classes |, Il e IV sdo dependentes de ion Zn?*, ou seja, seu sitio catalitico contém um
cation zinco divalente, sendo que as SIRT (classe Ill) sdo dependentes do cofator NAD*
(DELCUVE; KHAN; DAVIE, 2012). Cada subtipo de HDACs tem uma funcao bioldgica
muito especializada e predominantemente ndo redundante, sendo que os efeitos
negativos da perda de um subtipo ndo sédo contrabalancados pelas regulacdes
compensatorias de outros subtipos.

As HDACs da Classe | (HDAC 1, 2 e 3) residem predominantemente no nucleo,
com excecao da HDACS, que pode ser encontrada tanto no ndcleo quanto no citoplasma
(PIRES et al., 2025; CURCIO et al., 2024). Estas isoformas apresentam uma distribuicao
tecidual ubiqua, sendo expressas em diversos tipos celulares (LIANG et al., 2023,
CURCIO et al., 2024). As HDAC1 e HDAC2 estado relacionadas com ciclos genéticos
importantes, como a proliferacdo e a regulacdo do ciclo celular. A HDAC3 esta
relacionada com a expressao génica por receptores nucleares para horménios por meio
da associacdo com co-repressores como SMRT e N-Cor. A HDACS8 atua na regulacéo

do musculo liso, sendo necessaria para a sua contra¢do (CURCIO et al., 2024).
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As HDACs da Classe lla (4, 5, 7 e 9) possuem a capacidade de translocacéo entre
0 nucleo e o citoplasma, um processo regulado por fosforilagdo que permite sua retencéo
citoplasmatica através da associacdo com proteinas 14-3-3 (PIRES et al., 2025). Em
termos de distribuicdo nos tecidos, as isoformas 4 e 5 sdo abundantes no cérebro,
coracdo e musculo esquelético; a HDAC7 é encontrada em células endoteliais, pancreas,
pulmdo e timocitos; enquanto a HDAC9 estd presente principalmente no cérebro e
musculos (CURCIO et al., 2024). Na Classe llb, a HDAC6 possui localizacao
preferencialmente citoplasmatica, onde atua sobre alvos ndo-histonas como a a-tubulina
e a proteina de choque térmico 90 (HSP90), com expressdo marcante no coracao,
musculos e cérebro (CURCIO et al., 2024; PIRES et al., 2025). A HDAC10 também se
localiza no citoplasma e é expressa principalmente no figado, baco e rins (LIANG et al.,
2023; CURCIO et al., 2024). As HDACs da Classe Il (4, 5, 6, 7 e 9) sdo caracterizadas
por expressdo tecido-especifica e dependentes de estimulos nucleo-citoplasmatico.
Notavelmente, controlam a diferenciacdo e hipertrofia em tecidos musculares e
cartilaginosos (LIANG et al., 2023; CURCIO et al., 2024).

As sirtuinas (Classe lll) apresentam localizacdes variadas: SIRT1, 6 e 7 séo
majoritariamente nucleares; a SIRTZ2 reside tanto no nucleo quanto no citoplasma; e as
SIRTS3, 4 e 5 localizam-se na mitocondria (PIRES et al., 2025; CURCIO et al., 2024). A
HDAC11 (Classe 1V) localiza-se tanto no ndcleo quanto no citoplasma e € expressa
particularmente nos rins, cérebro, musculo esquelético, coracao e testiculos (CURCIO et
al., 2024).

Na Figura 3 esta apresentada a estrutura tridimensional detalhada de diferentes
isoformas de HDACSs: (A) enzima HDAC2 humana cocristalizada com o inibidor Vorinostat
(2); (B) enzima HDACS8 de Schistosoma mansoni cocristalizada com o inibidor TH65 (2);
(C) enzima HDAC4 humana cocristalizada com um inibidor derivado de &cido
ciclopropilhidroxamico (3); (D) enzima HDAC2 humana cocristalizada com um inibidor
derivado p-tienil-anilinobenzamida (4). A analise comparativa dessas estruturas revela a
presenca de subcavidades distintas que podem ser exploradas para o design racional de
inibidores seletivos. Enquanto as HDACs 1-3 apresentam o bolso do pé (foot pocket),
evidenciado na interacdo com o inibidor (4), a HDACS8 possui um bolso lateral (side

pocket) exclusivo e a HDAC4 conta com um bolso inferior (lower pocket). A exploragao
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dessas variagfBes estruturais por meio de modificacdes no modelo farmacoférico é a
estratégia central para o desenvolvimento de novos farmacos isoforma-seletivos, visando
reduzir a toxicidade e os efeitos fora do alvo (off-target) associados aos inibidores de

amplo espectro (pan inibidores).

Figura 3 - Representacao de diferentes isoformas de HDACs e seu modelo farmacofdrico de

inibidor.
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Fonte: PIRES et al., 2025.

2.1.3. Inibidores de HDACs (HDACI)

Os HDACI (Figura 4) representam uma classe inovadora de agentes anticancer
gue atuam modificando o perfil epigenético das células tumorais (LAKSHMAIAH et al.,
2014) e gue apresentam a capacidade de induzir parada do crescimento celular,
diferenciacdo e apoptose de células cancerigenas (MA et al., 2015). Quimicamente,
essas substancias séo classificadas em quatro grupos principais: a) acidos hidroxamicos
(como o Vorinostat, substancia sintética, e a Tricostatina A, de origem natural), b) acidos
graxos de cadeia curta (como o acido valpréico e o fenilbutirato de sédio), ¢) peptideos
ciclicos (Romidepsin, uma substancia de origem natural, isolada da bactéria
Chromobacterium violaceum) e d) benzamidas sintéticas (Entinostat e Mocetinostat) -
(LAKSHMAIAH et al., 2014; ECKSCHLAGER et al.,, 2017). A diversidade estrutural
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dessas substancias permite que elas variem em termos de poténcia, especificidade e
estabilidade metabdlica, sendo o Vorinostat o primeiro HDACi aprovado pelo FDA para o
tratamento de linfoma cutaneo de células T (CURCIO et al., 2024).

Figura 4 - Principais classes quimicas de HDACI.
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O modelo farmacoférico classico dos HDACI (Figuras 3 e 5) consiste em trés
partes: 1) um grupo de ligacdo ao cation zinco divalente (ZBG), 2) um ligante hidrofébico
(linker, que une os grupos 1 e 3) e 3) um grupo de reconhecimento de superficie (cap)
(LAKSHMAIAH et al., 2014; MA et al., 2015; CURCIO et al., 2024).
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Figura 5 - Representacao do modelo farmacoforico classico de HDACI.
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Fonte: PIRES et al., 2025.

O mecanismo de acéao detalhado de HDACI envolve a ocupacdo competitiva do
canal hidrofébico das enzimas HDACs, onde o grupo de ligacdo ao zinco (ZBG) atua
como o componente farmacoforico essencial, sendo responsavel pela coordenacéo ao
fon Zn?* presente no fundo de um bolso estreito, o sitio catalitico de HDACs zinco-
dependentes (classes |, Il e IV), o0 que bloqueia a atividade enzimatica - Figura 6 (CURCIO
et al., 2024; PIRES et al., 2025). Essa coordenacao bloqueia a remocé&o dos grupos acetil
das caudas das histonas levando a sua hiperacetilacéo. Esse estado neutraliza as cargas
positivas das lisinas, diminuindo a afinidade das histonas pelo ADN e resultando em uma
cromatina "aberta" (eucromatina), o que permite a reativacdo de genes supressores de
tumor que estavam silenciados (LAKSHMAIAH et al., 2014; ECKSCHLAGER et al.,
2017). Além disso, os HDACi promovem a acetilacdo de proteinas nao-histonas, como
p53, Hsp90 e a-tubulina, afetando processos vitais como a estabilidade proteica e o
transporte intracelular (ECKSCHLAGER et al., 2017; CURCIO et al., 2024).

O linker, elemento que conecta o ZBG ao cap group, atravessa o canal
hidrofébico do bolso estreito de HDACs, onde intera¢gdes do tipo T—TT estabelecidas ao
longo de sua extensdo com residuos conservados de fenilalanina presentes sdo crucias
para posicionar corretamente o ZBG no fundo do bolso estreito e aumentar a afinidade
de ligacao.

O grupo de reconhecimento de superficie (cap group) desempenha interacoes
auxoforicas fundamentais com residuos de aminoacidos situados na entrada do sitio
ativo. Por ser esta a regido menos conservada entre as diferentes isoformas de HDACSs,

0 cap group é o principal determinante da seletividade, permitindo que um inibidor de
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HDACSs explore subcavidades especificas (Figura 3) como o foot pocket (presente em
HDAC1 e 2), o side pocket (caracteristico da HDAC8) ou o lower pocket, também
conhecida como cavidade da Classe lla (PIRES et al., 2025).

Figura 6 - HDACi quelando Zn*? no sitio catalitico de HDAC.

Tyr745

ﬁ B9
o
H
His614

Phenyl-hydroxamate

(11)
Asp612

[
(2
: |

His573

Fonte: PIRES et al., 2025.
O ion Zn?* é identificado como a esfera cinza no centro do sitio catalitico. O
inibidor fenil-hidroxamato (em laranja) esté realizando a quelac¢éo do zinco de
modo bidentado. Os residuos ao redor, His614, His573, His574 e Tyr745,
estabilizam a ligag&o por pontes de hidrogénio, enquanto a Phe583 atua na
ancoragem hidrofébica do ligante.

A inibicdo de HDAC:s interfere no desenvolvimento das células tumorais atraves
de multiplos mecanismos citotoxicos e citostaticos. Um dos efeitos mais consistentes é a
interrupcéo do ciclo celular, geralmente mediada pela inducdo do gene CDKN1A (que
codifica a proteina p21), bloqueando a progressdo das células da fase G1 para S
(LAKSHMAIAH et al., 2014; ECKSCHLAGER et al., 2017). Além disso, esses inibidores
induzem apoptose tanto pela via intrinseca (mitocondrial), ao aumentar a expressao de
proteinas pro-apoptoticas como Bax e Bim, quanto pela via extrinseca, através de
receptores de morte como TRAIL e Fas (ECKSCHLAGER et al., 2017). Outros
mecanismos importantes incluem a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), a

inibicdo da angiogénese tumoral por meio da reducdo de fatores como o VEGF, e a
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modulagédo da resposta imune, tornando as células tumorais mais visiveis para 0s
linfocitos T (LAKSHMAIAH et al., 2014; ECKSCHLAGER et al., 2017).

A relacdo estrutura-atividade (REA) explica porque alguns inibidores sao mais
especificos e apresentam menos reacdes adversas. Os acidos hidroxamicos sao
inibidores de amplo espectro (pan inibidores) porque seu grupo ZBG se liga fortemente
ao cation zinco divalente presente no sitio ativo de HDACs de quase todas as classes, o
gue explica sua alta poténcia, mas também sua maior toxicidade sistémica (CURCIO et
al., 2024). Em contrapartida, as benzamidas possuem uma especificidade maior para
HDAC 1, 2 e 3 (Classe I) devido a sua capacidade de penetrar em uma cavidade interna
adicional chamada "foot pocket” (Figura 3), presente nessas isoformas (CURCIO et al.,
2024). Essa seletividade € crucial, pois inibidores direcionados a isoformas especificas,
como as benzamidas ou os inibidores de HDACG6, tendem a causar menos efeitos
colaterais "off-target”, como a supressao da medula éssea e disturbios gastrointestinais,
frequentemente observados com pan inibidores (LAKSHMAIAH et al., 2014; CURCIO et
al., 2024). Modificacbes no comprimento do linker e no anel aromatico do cap group
influenciam de forma significativa a capacidade de inibicdo de HDACs, a natureza da
substituicdo no anel aromatico desempenha papel determinante na seletividade por
diferentes isoformas, como HDAC1 versus HDAC6 (MA et al., 2015).

2.2. Compostos 1,2,3-triazélicos 1,4-dissubstituidos

Compostos que possuem anel 1,2,3-triazélico (Figura 7) apresentam elevada
estabilidade quimica que os tornam resistentes a hidrélise e a degradacao metabdlica,
garantindo sua integridade sob condicdes fisiologicas (MA et al., 2015; AFLAK et al.,
2022a). Aliada a essas estabilidades, a sua ampla tolerancia a grupos funcionais e a
possibilidade de sintese em condi¢cdes brandas fazem com que esse anel seja uma
estrutura de grande interesse para aplicacdes bioldgicas e medicinais (AFLAK et al.,
2022; MA et al., 2015). Desde a sua introducéo formal, a quimica "click" consolidou-se
como uma das ferramentas mais poderosas na descoberta de farmacos, na biologia
guimica e nas aplicacdes protedbmicas, sendo amplamente utilizada por pesquisadores
para montagem modular de novas estruturas moleculares com elevado valor

farmacoldgico (MA et al., 2015).
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No campo das aplicacbes bioldgicas, compostos 1,2,3-triazolicos 1,4-
dissubstituidos (Figura 7) tém demonstrado atividades diversas incluindo atividade:
anticancer (induzem a parada do ciclo celular e a ativagédo de apoptose via producéo de
espécies reativas de oxigénio - ROS - e o colapso do potencial de membrana
mitocondrial), antibacteriana (inibem a ADN girase bacteriana) e antiviral (evidenciada
pela eficacia de agentes experimentais contra o virus HIV, hepatites B e C, e
coronavirus.) (LIANG et al., 2021; MA et al., 2015). Estas atividades biol6gicas diversificadas
sdo atribuidas a capacidade do anel 1,2,3-triaz6lico de estabelecer interacdes nao
covalentes fundamentais, como ligacdes de hidrogénio, forcas de van der Waals e
interacOes dipolo-dipolo com uma vasta gama de enzimas e receptores (LIANG et al.,
2021).

Figura 7 - Compostos 1,2,3-triaz6licos 1,4-dissubstituidos bioativos.

(a) (b) (c)
Fonte: Adaptado de LIANG et al., 2021; PATEL et al., 2024.

(a) Hibrido triazélico com nucleo do antiviral azidotimidina (AZT); (b) Conjugado
ciprofloxacino-triazol, potente inibidor da ADN girase bacteriana; (c) Hibrido
dihidroartemisin-chalcona, agente anticAncer indutor de apoptose via ROS.

Na descoberta de agentes anticancer, a quimica "click" tem sido utilizada para a
sintese de quatro grupos de compostos bioativos (Figura 8): inibidores de topoisomerase
II, inibidores de desacetilases de histonas, inibidores de proteinas tirosina quinase e
agentes antimicrotubulares (MA et al., 2015). Essa diversidade de alvos biolégicos
demonstra a versatilidade da quimica "click" como ferramenta modular na montagem de

novas moléculas com potencial terapéutico.
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Figura 8 - Compostos bioativos obtidos via quimica “click".
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Fonte: Adaptado de MA et al., 2015.

(a) Derivado triazélico de podofilotoxina, inibidor de Topoisomerase I, (b)
NSC746457, inibidor desacetilase de histonas (HDACL1), (c) Derivado triazélico
de Bcr-Abl, inibidor de Tirosina quinase (Bcr-Abl), (d) Derivado triazélico de
anilina trimetoxifenil agente antimicrotubular, inibidor da polimerizacéo de
tubulina.

No contexto de desenvolvimento de inibidores de HDACs, o anel 1,2,3-triazolico
tem ocupado um papel central como elemento estrutural versatil. Este anel tem sido
empregado como grupo de ligacdo entre o grupo cap e o ZBG, substituindo a ligacao
amida presente em inibidores como o SAHA (Vorinostat - Figura 4) (MA et al., 2015).
Diversos trabalhos relatados por Ma et al. (2015) demonstraram que compostos
triazolicos sintetizados via quimica "click" apresentam inibicdo seletiva de isoformas
especificas de HDACs (Figura 9). Inibidores seletivos de HDACS8, por exemplo C149,
obtidos via quimica "click" induziram acetilacdo seletiva de coesina (um substrato
especifico da enzima HDAC8) em células de linfoma T e neuroblastoma, exercendo
efeitos inibitérios do crescimento celular, assim, sugerindo que inibidores seletivos de
HDACS8 tém potencial como agentes anticancer. Inibidores seletivos de HDAC3, por

exemplo T247 e T362, induziram aumento dose-dependente da acetilagdo de NF-kB em
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células de cancer colorretal HCT-116, indicando inibicdo seletiva de HDAC3 nessas

células.

Figura 9 - Compostos HDACI seletivos.
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Fonte: Adaptado de MA et al., 2015.

(a) C149, inibidor seletivo de HDACS; (b, ¢) T247 e T326 inibidores seletivos de HDAC3.

2.2.1. Quimica ""Click™

A quimica "click" surgiu como um novo conceito para a sintese quimica, sendo
formalmente introduzida por Sharpless e colaboradores em 2001. O objetivo central era
aproveitar a eficiéncia da montagem molecular modular, que permite construir
rapidamente sistemas quimicos complexos por meio da unido de blocos de construcéao
simples e funcionalizados, utilizando rea¢cdes com elevada for¢ca motriz termodinamica.
Os sistemas quimicos complexos obtidos sdo utilizados para a mais ampla gama de
aplicacdes possivel, partindo de uma ideia simples: novas propriedades moleculares
podem emergir da unido de pequenos blocos moleculares por meio de métodos quimicos
convenientes e confidveis. A metafora do “clique” foi escolhida para transmitir a
praticidade e a satisfacdo de encaixar objetos como as pecas de um LEGO, néao
importando quais sejam as pecas; se as duas extremidades conseguem se encaixar, a
ligacdo é feita (DEVARAJ; FINN, 2021). Em 2001, Sharpless listou os critérios de uma
reacdo "click" como sendo: ampla em escopo, de alto rendimento e estereoespecifica
(AFLAK et al., 2022a).

Do ponto de vista quimico, as reacdes "click" sdo caracterizadas por alta eficiéncia,
simplicidade operacional e ampla tolerancia a diferentes grupos funcionais, ou seja, a
reacdo € quimiosseletiva ocorrendo sem interferir em outros grupos funcionais presentes

em moléculas complexas, portanto, dispensando o uso de grupos protetores (AFLAK et
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al., 2022a). As reacgfes fundadoras da quimica “click" incluem abertura nucleofilica de
anéis tensionados (epoxidos e aziridinas), adi¢des a ligacbes multiplas carbono-carbono,
reacoes de cicloadicao e outras.

E importante destacar que a cicloadi¢éo azida-alcino mediada por cobre (CUAAC)
- Figura 10 - ainda ndo havia sido descoberta quando a quimica "click" foi formalmente
introduzida em 2001 (DEVARAJ; FINN, 2021).

O historico da cicloadicdo azida-alcino remonta ao inicio da década de 1960,
guando Rolf Huisgen estudou como azidas organicas se combinam com alcinos em uma
cicloadicdo 1,3-dipolar, promovida por calor, produzindo heterociclos chamados 1,2,3-
triazdis. A cicloadi¢cdo de Huisgen gerava uma mistura de regioisémeros 1,2,3-triazolicos
1,4- e 1,5-dissubstituidos quando alcinos assimétricos eram envolvidos (Figura 10)
(AFLAK et al., 2022a). Embora seja um processo fortemente exotérmico e
termodinamicamente muito favoravel, a reacdo de cicloadicdo azida-alcino ndo ocorre
facilmente nas condicfes originais: altas temperaturas por longos periodos e auséncia
de catélise metalica. Essa caracteristica limitava o escopo da reacao, impedindo seu uso
em compostos com grupos funcionais termossensiveis e em aplicacdes bioldgicas
(KIESSLING, 2023).

Figura 10 - Reag0es de cicloadi¢éo 1,3-dipolar original (de Huisgen) e versdes catalisadas por
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Fonte: AFLAK et al., 2022a

A solucgdao para transformar a reacéo de cicloadi¢céo 1,3-dipolar de Huisgen em um

processo estereoespecifico, eficiente e rapido foi encontrada de forma independente pelo
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grupo de Sharpless, em parceria com Valery Fokin, e pelo grupo de Morten Meldal. Cada
um chegou a solucéo por uma perspectiva diferente: Sharpless buscava construir novas
moléculas rapidamente e com o minimo de desperdicio, enquanto Meldal trabalhava com
a sintese de peptideos e glicopeptideos em fase sélida e necessitava de reacoes
eficientes e seletivas para esse formato. A solugéo encontrada foi o uso de ions de cobre
para catalisar a reacao (Figura 10). Quando ions de cobre(l) sdo misturados com um
alcino, forma-se prontamente um complexo: o intermediério (acetileto de cobre) - Figura
11, que é mais reativo com azidas do que o alcino de partida, e assim a formacéo do
triazol ocorre rapidamente em temperatura ambiente (KIESSLING, 2023).

Figura 11 - Ciclos cataliticos mononuclear e dinuclear da reacéo de cicloadi¢do azida-alcino mediada por
cobre (CuAAC).
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Fonte: VERMEEREN, 2026.

O ciclo catalitico da cicloadicdo azida-alcino mediada por cobre — CUAAC (Figura
11) compreende os mecanismos mononuclear e dinuclear que operam em equilibrio,
seguindo as etapas descritas por VERMEEREN (2026). Inicialmente, a espécie ativa de
cobre(l) liga-se ao alcino terminal; em seguida, ocorre a coordenacao da azida ("Azide
coordination"), formando um complexo reativo. A reacdo avanca para a formacédo do
metalociclo ("Formation metallacycle™), um intermediario de seis membros que define a
velocidade do processo. Na sequéncia, os ciclos se diferenciam pela natureza do
intermediario de cinco membros formado: no mecanismo mononuclear ocorre a formagao

do triazolido de cobre ("Formation copper triazolide"), ao passo que no mecanismo
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dinuclear ocorre a formagao do triazolido de dicobre ("Formation dicopper triazolide"). Por
fim, ambos os caminhos culminam na formacé&o do triazol ("Formation triazole"),
fornecendo o produto final como regioisébmero 1,4-dissubstituido do 1,2,3-triazol e
regenerando o sistema catalitico para o reinicio do ciclo (AFLAK et al., 2022b;
VERMEEREN, 2026). Ao contrario da cicloadicdo de Huisgen promovida por calor, a
versao catalisada por cobre é altamente estereoespecifica, produzindo exclusivamente o
regioisémero 1,2,3-triazdlico 1,4-dissubstituido, o que a torna muito mais til para sintese
do que sua versao néo catalisada (KIESSLING, 2023).

As espécies de cobre(l) sdo termodinamicamente instaveis e podem ser facilmente
oxidadas a Cu(ll) em condi¢Bes aerdbicas. Os catalisadores ativos de Cu(l) podem ser
obtidos pela reducéo de precursores de Cu(ll) com agente redutor, como o0 ascorbato de
sodio, por exemplo, em um sistema sulfato de Cu(ll) / ascorbato de sodio, pela oxidacao
de cobre metéalico com Cu(ll) por comproprorcionalizagéo, por exemplo, em uma mistura
de Cu metalico e sais de Cu(ll), ou pelo uso de uma combinacdo de sais de cobre com
ligante adequado e/ou base, como a trietilamina ou DIPEA, por exemplo em um sistema
Cul / DIPEA (AFLAK et al., 2022a). Na Figura 12 esta ilustrada a versatilidade do uso de
catalisadores de cobre na formacédo do anel triazolico a partir de diversos blocos de
construcéo, como haletos orgéanicos, acidos bordnicos ou epoxidos, sendo a geracdo da
espécie ativa de Cu(l) in situ para garantir a estereoespecificidade da reacéo levando a

obtencao do regioisémero 1,4- dissubstituido.

Figura 12 - Versatilidade da reacéo de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar, catalisada por Cu(l).
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Fonte: AFLAK et al., 2022a.

No contexto da sintese organica, a CuAAC tornou-se o método lider para a

montagem covalente de moléculas grandes e pequenas, utilizando o anel 1,2,3-triazdlico
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como unidade de ligacdo entre os blocos moleculares. Os derivados 1,4-dissubstituidos
do 1,2,3-triazol obtidos por essa reacédo estao envolvidos em diversas areas de pesquisa,
incluindo os campos agroquimico, farmacéutico, medicinal e industrial, além de terem
demonstrado excelentes propriedades bioldgicas, como atividade anticancer, antiviral e
anti-HIV — Figuras 7, 8 e 13 (AFLAK et al., 2022a). As aplicacbes da quimica "click" se
estendem ainda a bioconjugacdo, a quimica de materiais e ao desenvolvimento de
sondas moleculares para uso em biologia (DEVARAJ; FINN, 2021). O impacto desses
trabalhos foi reconhecido internacionalmente quando, em 2022, Carolyn R. Bertozzi,
Morten Meldal e K. Barry Sharpless receberam o Prémio Nobel de Quimica pelo

desenvolvimento da quimica "click" e da quimica bioortogonal (KIESSLING, 2023).

Figura 13 - Compostos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituidos com aplicacdes em diferentes areas.
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Fonte: Adaptado de AHER et al., 2009; DENG et al., 2012.

Analogo triazdlico de fluconazol contendo cadeia n-octil, agente antifingico de aplicagdo
agroguimica; (b) Conjugado 6-triazélico de O-manosideo-treonina, inibidor de corroséo para ago-carbono
em meio acido, de aplicacdo industrial.

2.2.2. Contribuicdo do anel 1,2,3-triazdlico na relacdo estrutura x atividade de substancias

bioativas

O anel 1,2,3-triazdlico consolidou-se como um dos sistemas farmacoforicos mais
relevantes na quimica medicinal contemporanea, sendo facilmente sintetizado por meio
da quimica "click" por meio de reacdes de cicloadicdo azida-alcino catalisadas por cobre
(CuAAC) ou ruténio (RUAAC) - (BOZOROV et al., 2019; LIANG et al., 2021). Esta
estrutura destaca-se por possuir forte momento de dipolo e a capacidade de estabelecer

diversas interacfes ndo covalentes como ligacdes de hidrogénio, forgcas de van der
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Waals, interagdes dipolo-dipolo e empilhamento TT-TT com uma vasta gama de enzimas,
proteinas e receptores biologicos (BOZOROV et al., 2019; LIANG et al., 2021).

Na relacdo estrutura-atividade (REA), o anel 1,2,3-triazol desempenha fungdes
versateis, atuando tanto como um conector (linker) estavel para unir diferentes
fragmentos moleculares quanto como um farmacoéforo ativo que interage diretamente
com o alvo biolégico (BOZOROV et al., 2019; LIANG et al., 2021). Ele € frequentemente
utilizado como um bioiséstero estratégico para mimetizar grupos funcionais como a
ligacdo amida trans ou o &cido carboxilico, permitindo manter a afinidade bioldgica
enquanto confere maior resisténcia metabodlica a molécula (BOZOROV et al., 2019;
LIANG etal., 2021). Esta capacidade de direcionar anéis adjacentes para sitios de ligacao
especificos e a sua robustez estrutural o tornam uma ferramenta indispensavel para o
desenho racional de farmacos multialvos (BOZOROV et al., 2019).

No ambito de substancias anticancer, os derivados triazolicos exibem um potencial
robusto contra diversas linhagens, incluindo cancer de pulméo, mama, célon, figado e
préostata (BOZOROV et al., 2019; LIANG et al., 2021). Os mecanismos de acao envolvem
a inducado da paragem do ciclo celular (frequentemente nas fases G1, GO/G1, G2/M ou
S) e a ativacdo de apoptose por meio da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e do colapso do potencial de membrana mitocondrial (BOZOROV et al., 2019;
LIANG et al., 2021). Estes compostos inibem alvos como as HDACS, o receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR), quinases como PI3K, c-Met, ALK e ROS1, além da
topoisomerase I, telomerase e a polimerizacdo da tubulina (BOZOROV et al., 2019;
LIANG et al., 2021). Destaca-se ainda a capacidade de alguns derivados em reverter a
resisténcia a multiplos farmacos (MDR) ao inibir a glicoproteina P (P-gp), impedindo o
efluxo de quimioterapicos das células cancerigenas (BOZOROQOV et al., 2019; LIANG et
al., 2021).

Estudos de docking molecular revelaram que o anel triazolico possui tamanho
adequado para se encaixar no sitio ativo (um bolso estreito) das enzimas HDACSs,
posicionando-se corretamente para formar uma interacdo T—1 com dois residuos de
fenilalanina presentes no sitio ativo da enzima, contribuindo assim diretamente para a
afinidade de ligacdo ao alvo (MA et al.,, 2015). Na Figura 14, observa-se uma

representacao tridimensional dessas interagOes para um derivado
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aminotriazoloquinazolinico no sitio catalitico da HDAC6 (PDB ID: 5EDU). O referido
inibidor (identificado em verde) utiliza o arcabougo de aminotriazoloquinazolina como
grupo de reconhecimento de superficie (cap group), no qual o seu grupo hidroxamato
coordena-se ao ion Zn*? (esfera cinza) de maneira bidentada. O anel fenila do ligante
estabelece interacbes favoraveis de empilhamento do tipo T—1T com as cadeias laterais
de Phe620 e Phe680 presentes no canal hidrofébico da enzima. Notavelmente, o
grupamento aminotriazol projeta-se sobre a Phe620 para doar uma ligagéo de hidrogénio
ao residuo Asp497, enquanto o fragmento 1,3-benzodioxol se acomoda préximo as
serinas Ser564 e Ser568. Essas interagcfes especificas demonstram como a presenca
do sistema triazolico fundido a quinazolina potencializa a ancoragem e a seletividade

subnanomolar (ICso = 0,5 nM) deste composto por esta isoforma (BONANNI et al., 2022).

Figura 14 - Representacao tridimensional das intera¢cdes moleculares de um inibidor (derivado
aminotriazoloquinazolinico) no sitio catalitico de HDAC6 (PDB ID: 5SEDU).
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Fonte: Adaptado de BONANNI et al. (2022).

A versatilidade biolégica do triazol estende-se significativamente as doencas
infeciosas. A atividade antimicrobiana abrange um amplo espectro, com acao contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como S. aureus (incluindo cepas
multirresistentes) e E. coli, além de propriedades antifingicas contra Candida albicans e
Aspergillus niger (BOZOROV et al., 2019; LIANG et al.,, 2021). Na terapéutica da
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tuberculose, os derivados mostram-se eficazes contra o Mycobacterium tuberculosis
H37Rv e estirpes multirresistentes (MDR-TB), frequentemente através da inibicdo da
DNA girase bacteriana e da enzima DHFR micobacteriana (BOZOROV et al., 2019;
LIANG et al., 2021). No campo da virologia e parasitologia, o anel triazélico é base para
agentes experimentais contra o HIV, hepatite B e C, coronavirus e varicela-zoster, além
de apresentar atividades antimalarica, anti-leishmanial, antiamébica, anti-Toxoplasma e
antitripanossoma (BOZOROV et al., 2019; LIANG et al., 2021).

O anel 1,2,3-triaz6lico contribui para investigacdes no tratamento de condi¢cdes
metabdlicas, sistémicas e neuroldgicas. Atua como potencial antidiabético por meio da
inibicdo da alfa-glicosidase e apresenta propriedades anti-inflamatorias pela inibicao das
enzimas COX-2 e 15-LOX, suprimindo citocinas proé-inflamatérias (BOZOROV et al.,
2019). Adicionalmente, na literatura sdo citadas atividades antioxidantes, inibicdo da
anidrase carbonica para tratamento de glaucoma, tratamento da anemia renal via inibicao
de HIF-PHD e acao anti-adipogénica através da ativacdo da via Wnt/beta-catenina
(BOZOROV et al.,, 2019). Na neurologia, o triazol é investigado por seus efeitos
neuroprotetores em doencas como Alzheimer (inibicdo de AChE e BChE) e Esclerose
Lateral Amiotréfica (ELA), consolidando-se como um protétipo promissor para o
desenvolvimento de futuros candidatos terapéuticos (BOZOROV et al., 2019).

Do ponto de vista clinico, os HDACI tém sido validados como estratégia terapéutica
para o tratamento de cancer como o linfoma cutaneo de células T, a leucemia mieloide
aguda, a sindrome mielodisplasica e o mieloma multiplo, podendo ainda ser usados em
combinagdo com quimioterapia e radioterapia (LAKSHMAIAH et al., 2014). Dessa forma,
a utilizacdo da quimica "click" na sintese de derivados triazolicos representa uma
estratégia promissora na integracao entre sintese organica e aplicacdes farmacologicas,
contribuindo para o desenvolvimento de novos compostos com potencial atividade
anticancer por meio da modulacdo epigenética (MA et al., 2015; LAKSHMAIAH et al.,
2014).
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3. OBJETIVOS
3.1. Gerais

e Desenvolver novos protétipos de agentes terapéuticos, que atuem por meio de
modificacao epigenética, como uma estratégia de combate ao cancer, doenca que
apresenta grande impacto econdmico e em saude publica.

e Contribuir para a formacéo de recursos humanos em area de ponta da ciéncia
contemporanea: trabalho de sintese orgéanica voltado diretamente para aplicacédo

na area de biologia molecular.

3.2. Especificos

e Sintetizar uma azida organica inédita (3) derivada do Questiomycin A - Esquema
1.

e Sintetizar novos compostos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituidos (6 e 7) - Esquema
2, com potencial atividade citotoxica contra linhagens de células tumorais.

e Caracterizar a azida organica inédita (3) e os compostos 1,2,3-triazélicos 1,4-
dissubstituidos obtidos por meio de métodos espectroscopicos (infravermelho,

ressonancia magnética nuclear) e espectrometria de massas.



Esquema 1 - Proposta de sintese da 2-azido-3-fenoxazinona inédita (3).
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Fonte: Autoria propria.

Esquema 2 - Proposta de sintese de novos compostos 1,2,3-triazolicos 1,4-dissubstituidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

A parte pratica deste TCC foi desenvolvida no Laboratério de Sintese Orgéanica e
Quimica Medicinal (LaSOQuiM) do Departamento de Quimica (DEQUI) do Instituto de
Ciéncias Exatas e Biolégicas (ICEB) da UFOP.

4.1. Métodos Gerais

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica gel 60 G Merck
sobre l[amina de vidro com espessura de 0,25 mm. Como revelador, utilizou-se vapor de
iodo, eficiente para todos os compostos sintetizados. A cromatografia em coluna
utilizando silica gel 60 (70-230 mesh, E. Merck) e a cromatografia em placa preparativa
(CPP) foram empregadas para a purificacao dos intermediarios e produtos de sintese.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de *°C foram registrados
em espectrometro Bruker Avance DRX 400 (Escola de Farmacia, UFOP). Os solventes
deuterados utilizados foram cloroférmio (CDCIs) e dimetilsulfoxido (DMSO-ds). Os valores
dos deslocamentos quimicos sao apresentados em ppm relativamente aos sinais de H
e de 13C dos solventes utilizados ou do padréo interno tetrametilsilano, e os valores de
acoplamento (J) sé@o expressos em Hz. As multiplicidades estéo abreviadas da seguinte
forma: singleto (s), singleto largo (sl), dupleto (d), dupleto de dupleto (dd), tripleto de
dupleto (td) e multipleto (m). A numeracdo adotada para os atomos de todos os
compostos ndo corresponde a numeracao da nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para
gue compostos com estruturas analogas pudessem ter os seus dados de RMN
comparados, quando necessario.

A seguir sdo descritas as reacg0es realizadas.
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4.2. Sintese do O-aminofenol (2) (SATO et al., 2006)

OH
NO, CH3;COOH : H,0O

(9:1) NH,
1 2

Em um balédo de fundo redondo, de 125 mL com uma boca, contendo o o-nitrofenol
(1) (14,4 mmol) adicionaram-se 40 mL de uma mistura de acido acético glacial (PA) e
agua destilada (9:1), obtendo-se uma solucdo amarela. A esta solucao resfriada a 0 °C,
adicionou-se zinco metélico granulado (144 mmol). A cor da mistura reagente
imediatamente mudou para vermelho escuro. O bal&o da reacéo foi fechado, tendo uma
saida de cloreto de calcio anidro, e este sistema foi completamente recoberto com papel
aluminio. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética constante e vigorosa.
Apo6s 3 horas do inicio da reagdo, confirmou-se o término da mesma por meio de placa
de CCD (eluente: hexano / acetato de etila - 6 / 4). Entdo, procedeu-se a elaboracdo da
reacao: a mistura reagente foi neutralizada (pH = 7) com solucao aquosa de hidroxido de
sodio a 10% e em seguida filtrada a vacuo. O solido preto retido no funil de porcelana
durante a filtracao foi lavado com acetato de etila (5 x 30 mL). O filtrado obtido (contendo
a amina 2 na sua forma neutra) foi submetido a uma extracao liquido-liquido com acetato
de etila (3 x 50 mL). As fases organicas reunidas foram secadas com sulfato de sédio
anidro e o solvente foi removido usando um evaporador rotatorio. Obteve-se o produto
bruto desejado 2 como um solido marrom (12,5 mmol, 87% de rendimento) que foi secado
em dessecador. O produto foi caracterizado por RMN de *H e de 3C (Figuras 16 e 18, p.
52 e 53).
RMN de *H (400 MHz, CDCls), d (ppm): 5,72 (sl, 3H); 6,61 (td, J = 7,50 Hz; J = 1,87 Hz,
1H); 6,71 (td, J = 7,50 Hz; J = 1,33 Hz, 1H); 6,76 (dd, J = 7,60 Hz; J = 1,60 Hz, 1H); 6,82
(dd, J =7,80 Hz; J = 1,40 Hz, 1H).
RMN de *3C (100,64 MHz, CDCls), & (ppm): 114,80; 115,71; 118,67; 119,82; 135,38;
145,40.
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4.3. Sintese do QUESTIOMYCIN A (PASCERI et al., 2013)

@iOH . @:Oﬁo
DMF /
NH; N NH;

2

QUESTIOMYCIN A

Em um bal&o de fundo redondo, de 125 mL com uma boca, foram adicionados (10
mmol) de o-aminofenol (2), dissolvidos em 15 mL de N,N-dimetilformamida (DMF). Em
seguida, adicionaram-se 4,3 mmol de iodeto de cobre (Cul) a solu¢do. A mistura reagente
foi colocada sob agitacdo magnética e, apds alguns minutos, foi aquecida a 60 °C em um
banho-maria, sendo mantida sob agitacdo continua e atmosfera de O, ambiente (boca
do baldo aberta), durante 24 horas. O término da reacao foi confirmado por cromatografia
em camada delgada (CCD), utilizando como fase movel uma mistura de hexano e acetato
de etila (6:4). A DMF foi removida sob presséo reduzida. Em seguida, o produto obtido
foi dissolvido em benzeno a quente, e a solugcdo resultante foi transferida para um
erlenmeyer. Esse erlenmeyer foi coberto com papel aluminio, devido a fotossensibilidade
do produto, e armazenado em geladeira por 48 horas. ApGs esse periodo, observou a
recristalizacéo do produto e, entéo, realizou-se uma filtracdo sob vacuo a frio, utilizando
de 10-15 mL de benzeno gelado para lavar o sélido preto formado. O solido obtido (7,01
mmol, rendimento de 62%) foi secado em dessecador. O produto (Questiomycin A) foi
caracterizado por meio de espectroscopia de RMN de 'H e de *3C (Figuras 19 e 20, p. 55
e 56) e espectroscopia de Infravermelho (IV) (Figura 21, p. 56).
PF encontrado: 252-255,8 °C (PF literatura: 256-258 °C).
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), d (ppm): 6,29-6,32 (m, 1H); 6,76-6,77 (m, 1H); 7,27-
7,43 (m, 2H); 7,66 (s, 1H); 7,94 (s, 1H).
RMN de 3C (100,64 MHz, DMSO-ds ), & (ppm): 97,93; 103,15; 115,63; 124,94; 127,54;
128,51; 133,27; 141,71; 147,07; 147,79; 148,79; 179,86.
IV (v, cm?): 3438,82; 3319,23; 1658,65; 1581,51; 1301,85; 1276,78; 1216,99; 1182,27;
846,68; 823,54; 754,11; 738.
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4.4. Sintese da 2-azido-3-fenoxazinona (3) (SIVAKUMAR et al., 2004)

1) HC1

2) NaNO,

OO ™= Qiﬁf

QUESTIOMYCIN A

Em um baldo de fundo redondo, de 125 mL com uma boca, foi adicionado o
Questiomycin A (1,55 mmol) e 14,4 mL de uma solucdo de HCI 17,2% a temperatura
ambiente. ApGs a dissolugcdo completa do Questiomycin A, a mistura reagente foi
resfriada a 0 °C e adicionou-se nitrito de sodio (1,55 mmol) mantendo-se a mistura
reagente sob agitacdo magnética por 1 h. A mistura reagente resfriada a 0 °C adicionou-
se azida de soédio (3,17 mmol) em 4 porcdes sob agitacdo magnética. Manteve-se a
mistura reagente a 0 °C e agitacdo magnética durante 23 h. A mistura reagente foi filtrada
sob vacuo resultando em um soélido marrom, que foi lavado com agua destilada gelada
durante a filtracao e secado sob vacuo. O produto 3 (2-azido-3-fenoxazinona) (0,61 mmol,
40% de rendimento), obtido como um solido marrom, foi caracterizado por meio de
espectroscopia de RMN de *H e de 13C (Figuras 22 e 24, p. 59 e 60) e espectroscopia de
Infravermelho (1V) (Figura 25, p. 60).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 6,14 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,06-7,19 (m, 2H);
7,23 (d = 8,0 Hz, 1H); 7,29-7,39 (m, 1H); 7,48-7,54 (m, 1H).

RMN de 13C (100,64 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 102,21; 115,34; 125,18; 128,02; 129,52;
133,12; 141,78; 144,97, 149,07; 149,17; 176,41.

IV (v, cm): 2162,04; 2102,25; 1564,15; 838,94, 823,54; 765,68; 578,60.
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4.5. Tentativa de sintese dos novos compostos 1,2,3-triazélicos 1,4-dissubstituidos (6 e 7)
(REIS, 2022).

0 CuS0,.5H,0 R
0. (o] R Ascorbato N~
N~ de sédio |
+ ‘ e —— o H
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Metodologia geral: A um baldo de fundo redondo, de 50 mL com uma boca,
adicionou-se a azida organica (1 eq), o alcino terminal (1 eq), 1 mL de etanol e 0,5 mL de
agua destilada. Manteve-se a mistura obtida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente, observando se formou uma mistura homogénea. Paralelamente, preparou-se
uma solucao de ascorbato de sodio: adicionou-se, a um béquer de 10 mL, hidroxido de
sodio (PA) (0,6 eq), acido ascorbico (0,6 eq) e 0,5 mL de agua destilada, agitou-se a
mistura manualmente por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se CuS04.5H20 (0,15 eq) a
solucéo de ascorbato de sddio recém preparada e agitou-se a mistura até sua mudanca
de cor (para marrom). Verteu-se esta mistura no baldo contendo a azida e o alcino
terminal, mantendo a mistura reagente sob agitacdo magnética a temperatura ambiente.
Monitorou-se a reacao por CCD (Hex/AcOEt - 6/4, utilizando como revelador vapores de
iodo). Apds o término da reacao, foi adicionado a mistura 1 mL de solucdo de EDTA 50%
m/v e NH4OH concentrado, misturados na propor¢éo de 1:1, e manteve-se a agitacdo
magnética por 10 min. Essa mistura foi vertida em um funil de separacéo e extraida com
acetato de etila (3 x 10 mL). Em seguida, as fases organicas reunidas foram secadas
com sulfato de sédio anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatério. Purificou-
se o0s produtos por meio de cromatografia em coluna de silica (Hex/AcOEt - 6:4) e/ou

placa preparativa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Planejamento racional dos novos compostos 1,2,3-triaz6licos 1,4-
dissubstituidos

O perfil terapéutico de um farmaco é influenciado diretamente por sua
estrutura quimica, existindo uma relagao intrinseca entre a arquitetura molecular e
a atividade biologica desempenhada, conceito conhecido como Relagao Estrutura-
Atividade - REA (AMARAL et al., 2017). O farmacoforo classico dos inibidores de
desacetilases de histonas (HDACi) é composto por trés elementos estruturais
fundamentais: um grupo de ligacdo ao zinco (ZBG), um espacador hidrofébico
(linker) e um grupo de reconhecimento de superficie (cap group) (PIRES et al.;
2025).

Em trabalhos desenvolvidos anteriormente a este (ANDRADE et al., 2018;
FREITAS et al.,, 2025) é relatada a sintese organica de compostos inéditos
planejados e obtidos pela orientadora deste TCC, inspirados em HDACI de origem
natural e sintética, visando a exploracao sistematica dos trés elementos estruturais
gue compdem o farmacoéforo classico de HDACI, objetivando avaliar os impactos
sobre a atividade citotoxica e o indice de seletividade.

A primeira geracdo de compostos sintetizados (ANDRADE et al., 2018),
analogos do Santacruzamato A - um HDACIi de origem natural (Figura 15), foi
avaliada quanto a atividade citotoxica e a seletividade sobre diferentes linhagens de
células tumorais [adenocarcinoma de mama (MCF-7 e MDAMB- 231),
adenocarcinoma ovariano (TOV-21g), cancer cervical (HeLa), carcinoma de célon
(RKO-AS45-1)], utilizando fibroblastos pulmonares (WI-26VA4) como controle de
seletividade. Todos os compostos avaliados apresentaram atividade citotdxica,
sendo que o composto 4 (Figura 15) apresentou-se mais potente e seletivo que 0s
demais compostos contra as linhagens de células tumorais MDAMB- 231, MCF-7 e
TOV-21g4, sugerindo que o composto 4 € altamente seletivo para células de
adenocarcinoma de mama e de ovario. Estudos de docking mostraram que o

composto 4 apresentou energia de interacdo com HDAC4 superior, em comparagao
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ao ligante de referéncia. Este resultado corrobora os dados experimentais relativos
a cancer de mama, visto que a enzima HDAC4 regula a resposta celular a hipoxia
e esta frequentemente superexpressa em células de cancer de mama (LIANG et al.,
2023).

Dando continuidade, uma segunda geracao de analogos do Santacruzamato
A (FREITAS et al., 2025) foi sintetizada e avaliada quanto a atividade citotoxica e a
seletividade sobre linhagem de células tumorais de adenocarcinoma de mama
(MDAMB- 231), uma forma de cancer de mama agressiva e invasiva, utilizando
fibroblastos pulmonares (WI-26VA4) como controle de seletividade. O composto 8
(Figura 15) apresentou-se mais potente e seletivo que os demais, sendo seu indice
de seletividade mais alto (10-50 vezes) que aquele dos controles positivos
empregados (cisplatina, etoposideo e doxorrubicina), que séo farmacos ja usados
para o tratamento de cancer.

Os compostos 4 e 8 demonstraram atividade pro-apoptotica robusta, com
aumento das atividades das caspases 3 e 9, além da regulacao positiva TP53 e
BAK, confirmando a eficacia do planejamento molecular na inducdo da morte celular
programada (FREITAS et al.,2025; ANDRADE et al.; 2018). Esses dados estédo de
acordo com outros relatos da literatura que avaliam os efeitos biologicos de
diferentes inibidores de HDACs (SWIFT; GOLSTEYN, 2014; CHEN et al., 2017).
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Figura 15 - Informagdes quimicas e bioldgicas sobre o Santacruzamato A e analogos
sintetizados (ANDRADE et al., 2018; FREITAS et al., 2025).
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(FREITAS et al., 2025)

Fonte: Autoria propria.

Considerando a importancia de estudos no campo da intervencdo nas
alteracdes epigenéticas para o desenvolvimento de novos protoétipos de farmacos
anticancer, neste TCC foi proposta a sintese de dois compostos 1,2,3-triazolicos
1,4-disubstituidos inéditos (6 e 7) - Esquema 2, na busca por protétipos inibidores
de HDACSs, para posterior avaliacdo da atividade citotdxica contra linhagens de
células tumorais e da seletividade. Os novos compostos, que seriam sintetizados,
apresentariam diversificacao da estrutura quimica quanto ao cap group em relagéo

aos compostos 4 e 5, o que poderia modificar o reconhecimento celular e determinar
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a seletividade para isoformas especificas de HDACs. Essas varia¢fes estruturais
poderiam modificar a atividade citotoxica e a seletividade dos novos compostos
1,2,3-triazdlicos 1,4-dissubstituidos, assim como aconteceu com o composto 8
(Figura 15), um derivado 1,2,3-triazdlicos 1,4-dissubstituido do composto 5, frente
a linhagem de células tumorais de adenocarcinoma de mama (MDAMB- 231)
(ANDRADE, 2018; FREITAS, 2025). Os novos compostos obtidos seriam avaliados
guanto a atividade citotéxica e quanto ao mecanismo de acéo a fim de verificar se
a atividade citotdxica se daria, caso presente, por meio da inibicdo de HDACs.

E importante ressaltar que o composto 8 (Figura 15), obtido via quimica
"click" (CuUAAC) entre o alcino terminal (composto 5) e a 3-azido-7-dietilamino-
cumarina, apresenta fluorescéncia sob luz ultravioleta (A = 254 nm). A 3-azido-7-
dietilamino-cumarina, que nao é fluorescente portanto denominada de pro-fluoréforo
(SIVAKUMAR et al., 2004), apos sua ligacdo ao composto 5 resultou no composto
8 fluorescente em decorréncia do aumento da extensédo da conjugacao do nucleo
cumarinico pela construcdo do anel 1,2,3-triazélico. O composto 8, por ser
fluorescente, pode facilitar o estudo do seu mecanismo de acao ao permitir a sua
deteccéo e visualizacdo em ensaios de microscopia (FLUOROPHORE, 2026).

A escolha da 2-azido-3-fenoxazinona 3 (Esquema 2), derivada do
Questiomycin A, para ligacdo aos compostos 4 e 5 (Figura 15), deu-se em funcgéo
de o Questiomycin A apresentar absor¢ado maxima na regiao do ultravioleta em 435
nm, quando em metanol (BenchChem, 2026). Apos a ligacdo da 2-azido-3-
fenoxazinona, por meio de um anel 1,2,3-triazolico, aos compostos 4 e 5, espera-
se que o0 aumento da extensao da conjugacao do anel da fenoxazinona resulte em
compostos (6 e 7) que sejam fluorescentes, apresentando absorcdo maxima na
regido do ultravioleta acima de 435 nm, o que é de interesse do grupo de pesquisa
colaborador que realiza os estudos de localizacdo e mecanismo de acdo das
moléculas bioativas (citotoxicas contra linhagens de células tumorais). Somado a
isso, (1) h&a informacdes na literatura sobre o Questiomycin A apresentar atividade
citotoxica contra linhagens de células tumorias (BenchChem, 2026); e (2) em fungéo
da sua estrutura quimica, o Questiomycin A pode melhorar a interacdo na entrada

do bolso fundo e estreito que contém o ion Zn*?, sitio ativo de HDACs zinco-
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dependentes. Assim, pode resultar em melhor atividade citotoxica e seletividade dos
novos compostos 1,2,3-triazélicos 1,4-dissubstituidos (6 e 7) em comparagdo aos
compostos 4 e 5, assim como ocorreu com 0 composto 8 em comparacdo ao

composto 5 (Figura 15).

5.2. Reacles realizadas para obtencdo dos novos compostos 1,2,3-triazélicos
1,4-dissubstituidos

Para a obtencdo dos novos compostos 1,2,3-triaz6licos 1,4-dissubstituidos
(6 e 7) - Esquema 2, foi planejada uma sintese convergente que teve como etapa
chave reacg0Oes do tipo “click” de cicloadicdo (FREITAS et al, 2011) - Esquema 2,
gue envolve diferentes compostos contendo um alcino terminal (4 e 5) e uma 2-
azido-3-fenoxazinona inédita (3). O alcino terminal esta unido a diferentes linkers
(cadeia com cinco ou com seis grupos metileno) por meio de um grupo fenil-
formamido. Aos diferentes linkers ja estéo ligados diferentes ZBG (metil éster ou etil
carbamato). Os alcinos terminais 4 (linker: cadeia com cinco grupos metileno; ZBG:
metil éster) e 5 (linker: cadeia com seis grupos metileno; ZBG: etil carbamato) séo
compostos oriundos de sinteses anteriores a este trabalho, que foram
desenvolvidas pela orientadora deste TCC - Profa Flaviane (ANDRADE, et al., 2018;
FREITAS, et al., 2025).

Para a obtencao da 2-azido-3-fenoxazinona inédita (3), foi proposta a rota de
sintese apresentada no Esquema 1. O Questiomycin A, um metabdlito secundario
produzido pelo fungo Penicillium expansum (BenchChem, 2026), seria obtido a
partir da ciclocondensacdo oxidativa do o-aminofenol catalisada por CuCl
(PASCERI et al., 2013). Em seguida, o Questiomycin A teria o grupo amino tratado
com nitrito de sédio e acido cloridrico resultando na obtencédo do sal de diazénio
correspondente, que ao reagir com azida de sodio formaria a 2-azido-3-
fenoxazinona (3) (SIVAKUMAR, K. et al., 2004).

Os intermediarios de reacdo e os produtos obtidos seriam purificados por
meio de cromatografia em coluna "flash" e/ou placa preparativa, sendo
caracterizados por cromatografia em camada delgada, espectroscopia de

infravermelho e de ressonancia magnética nuclear de H e de 13C.
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5.2.1. Sintese do O-aminofenol (2)

Para a sintese da 2-azido-3-fenoxazinona (3) - Esquema 1, inicialmente foi
proposto utilizar o o-aminofenol (2) como material de partida, conforme metodologia
descrita na literatura por Pasceri et al. (2013) para a sintese do Questiomycin A.
Mas devido a falta de disponibilidade desse reagente no laboratério e a
disponibilidade do o-nitrofenol, a primeira etapa da sintese da 2-azido-3-
fenoxazinona (3) foi uma reacéo de reducéo do grupo nitro do o-nitrofenol a grupo
amino, empregando-se zinco metalico, como agente redutor, em meio &cido,
levando a obtencdo do o-aminofenol (2) (SATO et al., 2006). Nessa reacao, 0 zinco
metdlico atua como um doador de elétrons primario ao se oxidar de Zn°® a Zn?*,
enquanto o acido acético glacial atua simultaneamente como o solvente e a fonte
de prétons indispensavel para o processo de transferéncia de elétrons.
Mecanisticamente, a redugao ocorre através de etapas consecutivas e graduais que
envolvem a transferéncia de seis elétrons e seis protons, passando pelos
intermediarios reacionais o-nitrosofenol e o-hidroxilamina fendlica (PENNING; SU;
EL-BAYOUMY, 2022). Conforme descrito na literatura classica por Kamm (1941), a
hidroxilamina intermediaria € um composto estavel e isolavel sob condi¢cbes de pH
neutro (como na reducdo por zinco em cloreto de amoénio). Contudo, a acidez
constante fornecida pelo acido acético assegura o potencial termodinamico
necessario para forcar a reducdo completa até a formacdo da amina livre
correspondente.

O tratamento do meio reacional ao final do processo exigiu um controle
preciso do equilibrio acido-base para viabilizar o isolamento do produto. Sob o
carater acido promovido pelo solvente, o o-aminofenol (2) encontra-se
predominantemente sob a forma de sal de aménio soluvel em fase aquosa. A
neutralizacdo cuidadosa do meio com solucdo de NaOH a 10% até pH 7 foi
essencial para desprotonar seletivamente o grupo amoénio sem promover a
desprotonacéo das hidroxilas fendlicas (o que geraria fendxidos solUveis em agua).
Esse ajuste restabeleceu a neutralidade e a lipofilia do o-aminofenol (2), permitindo

a sua particdo quantitativa para a fase organica de acetato de etila durante a
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extracdo liquido-liquido, enquanto os subprodutos inorganicos de zinco sollveis
permaneceram retidos na fase aquosa. Obteve-se o o-aminofenol (2) como um
sélido marrom com rendimento de 87%.

O produto obtido foi caracterizado por meio de espectroscopia de RMN de H
e de 13C (Figuras 16, 17 e 18 p. 52 e 53). Ao comparar os dados dos espectros de
RMN de 'H e de '3C obtidos com os dados descritos na literatura (SATO et al.,

2006), foi confirmada a formacéo do o-aminofenol (2).

Figura 16 - Espectro de RMN de 'H do o-aminofenol (400 MHz, CDCls).
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Figura 17 - Expans&o do espectro de RMN de 'H do o-aminofenol (400 MHz, CDCls).
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Figura 18 - Espectro de RMN de 3C do o-aminofenol (100,64 MHz, CDCls).
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5.2.2. Sintese do QUESTIOMYCIN A

O Questiomycin A foi obtido a partir da ciclocondensacao oxidativa do o-
aminofenol (2), catalisada por iodeto de cobre | (Cul). O Cul, disponivel no
laboratorio, foi usado como reagente em substituicdo ao cloreto de cobre | (CuCl).
Do ponto de vista mecanistico, essa substituicdo € viavel, uma vez que a espécie
cataliticamente ativa na reacao de dimerizacao oxidativa € o ion cobre no estado de
oxidacdo +1, independentemente do contra-ion haleto associado (BARRY lll;
NAYAR; BEGLEY, 1989; DEY; MUKHERJEE, 2016). Nesse processo de
acoplamento oxidativo, o catalisador de cobre(l) coordena-se de forma bidentada
aos heterodtomos de nitrogénio e de oxigénio do precursor (2), reduzindo a energia
de ativacdo do estado de transicdo e promovendo a formacgédo consecutiva das
novas ligacdes carbono-nitrogénio (C—N) e carbono-oxigénio (C—O) que constituem
0 nucleo triciclico fenoxazindnico (BARRY IlI; NAYAR; BEGLEY, 1989; DEY;
MUKHERJEE, 2016; GIURG et al., 2007). O emprego de N,N-dimetilformamida
(DMF) como solvente é justificado por se tratar de uma substancia polar aprotica
com alto ponto de ebulicdo, ideal para garantir a solubilizacdo e a estabilidade
térmica do catalisador inorganico de cobre e do material de partida sob aquecimento
prolongado (SIGMA-ALDRICH, 2026; WHO, 1990).

A purificagdo por meio de recristalizacéo utilizando benzeno como solvente
permitiu a remocao eficiente dos sais de cobre residuais e de subprodutos amorfos
de dimerizac&o incompleta, por meio da filtracdo a frio (VOGEL et al., 1989). Devido
a extensa deslocalizacdo de elétrons 1 ao longo de seu sistema triciclico
fenoxazinénico (BARRY Ill; NAYAR; BEGLEY, 1989; DEY; MUKHERJEE, 2016)
altamente conjugado, a molécula do Questiomycin A apresenta acentuada
fotossensibilidade, exigindo que o recipiente em que sera realizada a cristalizacao
e 0 recipiente em que o produto sera armazenado seja coberto com papel aluminio
para evitar processos de fotoxidacdo ou degradacdo molecular induzidos pela luz
(BenchChem, 2026).

O Questiomycin A foi obtido em bom rendimento (62%) e foi caracterizado
por meio de espectroscopia de RMN de 'H e de *3C (Figuras 19 e 20, p. 55 e 56) e

espectroscopia de Infravermelho (1V) (Figura 21, p. 56). Os dados espectroscépicos
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obtidos foram comparados com os dados de RMN de 'H e de 13C e de Infravermelho
(IV) descritos na literatura (PASCERI et al., 2013), permitindo confirmar a obtencao

do Questiomycin A.

Figura 19 - Espectro de RMN de H do Questiomycin A (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 20 - Espectro de RMN de *3C do Questiomycin A (100,64 MHz, DMSO-ds).
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5.2.3. Sintese da 2-azido-3-fenoxazinona (3)

O Questiomycin A teve o grupo amino tratado com nitrito de s6dio (NaNO3)
em meio acido (HCI), resultando na obtenc¢éo do sal de aril diazbnio correspondente,
in situ, que ao reagir com azida de sddio (NaNs) formou o pré-fluoréforo derivado de
oxazina inédito desejado 3 (2-azido-3-fenoxazinona). Conforme relatado por Brase
et al (2005), os sais de aril diazbnio, como aquele obtido neste TCC durante a
sintese da 2-azido-3-fenoxazinona (3) - Esquema 1, reagem diretamente com o ion
azida sem a necessidade do uso de catalisadores. Ao contrario do que acontece
nas reacdes do tipo Sandmayer, aqui 0 mecanismo parece nao ser do tipo
substituicdo nucleofilica aromética. A azida ataca diretamente o ion diazénio e ndo
ocorre a clivagem da ligagcdo C-N. Ha formacéo de arilpentazois (128 e 129) que
perdem N2 levando a obtencdo da azida correspondente (Esquema 3).

Esquema 3 - Proposta para converséo de sais de aril diazénio em azido (Brése et al, 2005).

+ - -+
N=N=N <~ Ar_ __ _N—N=N
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|
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t
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Fonte: Adaptado de Brase et al, 2005.
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O produto 3 foi caracterizado por meio de espectroscopia de RMN de 'H e
de 13C (Figuras 22 e 24, p. 59 e 60) e espectroscopia de Infravermelho (IV) (Figura
23, p. 59). Por meio dos dados espectroscopicos obtidos foi possivel confirmar a
obtencédo do produto, mas foi possivel observar também que o produto ndo estava
puro, contendo Questiomycim A misturado. Isso foi observado principalmente pelas
bandas de absor¢cdo em 3319,23 e 3438,82 cm (deformacédo axial do grupo -NH>
de amina primaria aromatica) presentes no espectro de IV do Questiomycim A, e
gue permaneceram presentes no espectro de IV do 2-azido-3-fenoxazinona (3)
(bandas de absorcdo em 3309,60 e 3442,68 cm). Por outro lado, o aparecimento
das bandas de absor¢édo em 2102,25 e 2162,04 cm™) confirmaram a formacgéo do
2-azido-3-fenoxazinona (3), uma vez que sao caracteristicas de deformacdo axial
do grupo -N3 de azidas. No espectro de RMN de '3C do produto 3, foram observadas
aléem de linhas com deslocamentos quimicos caracteristicos 2-azido-3-
fenoxazinona (3), linhas com deslocamentos quimicos caracteristicos do
Questiomycim A, em menor proporcdo. Portanto, sera necessario purificar o produto
3, por meio de recristalizacdo ou de cromatografia em coluna de silica, a fim de que

ele seja utilizado nas reacgdes click planejadas.
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H do 2-azido-3-fenoxazinona 3 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura 23 - Expansao do espectro de RMN de 'H do 2-azido-3-fenoxazinona 3 (400 MHz,

DMSO-ds).
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Figura 24 - Espectro de RMN de *3C do 2-azido-3-fenoxazinona 3 (100,64 MHz, DMSO-ds).
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Figura 25 - Espectro de IV do 2-azido-3-fenoxazinona 3.
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5.2.4 Tentativa de sintese dos novos compostos 1,2,3-triazélicos 1,4-
dissubstituidos (6 e 7)

Realizaram-se reac¢des do tipo “click” de cicloadi¢cdo (CuAAc) envolvendo os
alcinos terminais 4 ou 5 e o composto 3 impuro, que ndo levaram aos compostos
desejados (6 e 7). A metodologia empregada para essas cicloadi¢cdes azida-alcino
catalisadas por cobre(l) (CUAAC) baseou-se na geracdo in situ da espécie
cataliticamente ativa de cobre(l). Uma vez que os ions de cobre no estado de
oxidacdo +1 sdo termodinamicamente instaveis e sofrem oxidacdo rapida sob
condicdes aerdbicas (AFLAK et al., 2022a), utilizou-se o sulfato de cobre(ll) penta-
hidratado como precursor metalico, o qual foi reduzido a cobre(l) pelo ascorbato de
sddio diretamente no meio reagente. Este sal redutor foi obtido por meio de uma
reacdo acido-base estequiométrica entre o acido ascoérbico e o hidroxido de sédio
em agua destilada, preparada imediatamente antes do inicio da reacdo. Esse
procedimento assegura a neutralidade do pH da solucdo de ascorbato de sédio, o
gue preserva a estabilidade e a integridade das funcbes organicas sensiveis
presentes nas moléculas de partida.

Mesmo que o acompanhamento por cromatografia em camada delgada
(CCD) tenha demonstrado a ndo formacéo dos produtos triazolicos desejados 6 e
7, para a recuperacao dos alcinos (4 e 5) e da azida de partida (3), a etapa de
elaboracdo foi executada rigorosamente para eliminar qualquer residuo de metal
nos reagentes organicos a serem recuperados. Para isso, adicionou-se a mistura
reagente uma solucao contendo acido etilenodiamino tetraacético (EDTA, 50% m/v)
e hidréxido de amoénio concentrado na proporcao de 1:1, deixando-se sob agitacao
por 10 minutos. O EDTA atua como um potente ligante quelante hexadentado,
complexando fortemente os ions de cobre e transferindo-os de maneira altamente
eficiente para a fase aquosa. Simultaneamente, o hidréxido de aménio desempenha
papel duplo: alcaliniza o meio reagente (otimizando a desprotonacao e a capacidade
de quelacdo do EDTA) e fornece ligantes aménia livres para formar com o cobre o
complexo tetraaminocobre(ll), de coloracdo azul intensa. Essa mudanca de cor

funciona como um indicador visual cromatico de que a extracdo do metal para a
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fase aquosa foi concluida, garantindo o isolamento seguro dos reagentes
recuperados na fase orgéanica para posterior purificacdo e reuso.

O insucesso das reacoes “click” (CuAAC) realizadas pode ser atribuido a
complexacdo competitiva do catalisador de cobre(l) pela amina livre do
Questiomycin A remanescente, que bloqueou os sitios ativos cataliticos (ZHENG et
al., 2021).

Seré& necessario purificar o composto 3 e realizar novamente essas reacdes

“click” (CuAAC) para tentar obter os compostos desejados (6-9).
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6. CONCLUSAO

Olhar para o cancer hoje € compreender que a sociedade moderna enfrenta
um dos maiores e mais complexos desafios de salde publica da atualidade. Na
busca urgente por terapias eficazes e que agridam menos o organismo humano, é
gue a epigenética e o estudo de inibidores de HDACs ocupam um lugar importante
na pesquisa moderna, abrindo possibilidades de tratamento do cancer de forma a
superar problemas como a toxicidade sistémica e a resisténcia aos farmacos atuais
disponiveis. O planejamento de novas moléculas baseadas em derivados 1,2,3-
triazélicos 1,4-dissubstituidos, desenhados sob a logica de se encaixarem
perfeitamente no sitio ativo de HDACs, néo € apenas um exercicio de quimica
tedrica, mas uma estratégia real e cheia de esperanca cientifica.

Através da sintese desenvolvida neste trabalho, empregando-se a
metodologia proposta no Esquema 1, foi obtida a 2-azido-3-fenoxazinona (3), um
composto inédito que foi caracterizado por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de 'H e de C, e de Infravermelho, assim como os
intermediarios de sintese obtidos. Diante do objetivo geral proposto para o trabalho
desenvolvido neste TCC, ainda sera necessario purificar a 2-azido-3-fenoxazinona
e utilizd-la em novas tentativas de obtencédo dos derivados 1,2,3-triazélicos 1,4-
dissubstituidos desejados.

Adicionalmente, este trabalho proporcionou o desenvolvimento préatico de
tecnicas fundamentais de sintese organica, como realizar e elaborar reacfes sob
condicBes especificas, purificacdo por cromatografia em coluna e placa preparativa,
e a interpretacdo criteriosa de espectros de RMN e Infravermelho, habilidades que
consolidam a formacdo técnica necessaria para atuar com rigor cientifico na
pesquisa.

Para além das experiéncias laboratoriais e de toda a rotina de pesquisa,
escrever este trabalho foi um marco de amadurecimento pessoal e profissional.
Estar na bancada do Departamento de Quimica da UFOP (DEQUI) me permitiu dar
vida a teoria da minha graduacdo em Farmacia, ensinando-me que resultados
inesperados ou reacdes que nao acontecem também fazem parte da ciéncia e

exigem de guem pesquisa paciéncia, resiliéncia e raciocinio critico. Essa caminhada
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no universo da pesquisa me transformou. Saio desta jornada n&o apenas como uma
estudante que aprendeu a sintetizar moléculas, mas como uma profissional muito
mais madura, analitica e genuinamente preparada para contribuir com ética e

competéncia no mercado de trabalho e na satde humana.
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